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Zur Kenntnis des Porphyrins in Vogelfedern 
Von 
Otto Volker 
Mit 3 Figuren auf Tafel 1 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Pathologie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25, November 1938) 





Die ersten Angaben iiber das Vorkommen von freiem Por- 
phyrin in Federn verdanken wir KE. Derrien. Nachdem ihm zu- 
nichst an den Kielen sprossender Taubenfedern im U.V.-Licht 
eine rote Fluorescenz aufgefallen war, fiir die er die Anwesenheit 
von Porphyrin verantwortlich machte'), gelang ihm bald darauf 
wiederum mittels der Fluorescenzreaktion eine entsprechende 
Beobachtung an den vor Licht geschiitzten Federregionen von 
Eulen (Striges) und Nachtschwalben (Caprimulgi)”). Diesmal ge- 
stattete ihm das Material auch die Extraktion rot fluorescierenden 
Farbstoffes mit Kisessig—Ather, den er auf Grund der Lage seiner 
Absorptionsbanden fiir identisch hielt mit Protoporphyrin. 

Das bereits bekannte Vorkommen von Protoporphyrin in den 
Schalen vieler Vogeleier*), von Uroporphyrin I als Kupferkomplex- 
salz in den Federn der T'uracos*) und schlieBlich von Kopro- 
porphyrin [ im Hiihnchenembryo, dessen Isolierung erst in neuester 
Zeit erfolgte), laBt die Frage nach der Natur des in Federn ab- 
gelagerten Porphyrins von erhéhter Bedeutung erscheinen. Weiterhin 
ist es von Interesse, festzustellen, ob die Fahigkeit der Porphyrin- 
einlagerung innerhalb der Klasse der Végel eine generelle Er- 
scheinung ist, oder ob sie nur gewissen Vertretern zukommt. 

Zur Lésung dieser Fragen wurde zunichst das reichhaltige 
Material der Vogelsammlung des Zoologischen Museums, Berlin, 
in Stichproben untersucht. Dabei wurde Porphyrin mit Hilfe der 


') C. r. Soe. Biol. 92, 1030 (1925). 

*) Bull. Soe. Chim. biol. 8, 218 (1926); Bull. Soc. chim. 45, 689 (1929), 
*) H. Fischer u. F. Kégl, Diese Z. 131, 241 (1923); 138, 262 (1924), 
*) H. Fischer u. J. Hilger, Diese Z. 138, 49 (1924). 

*’) F. Schenheyder, J. of Biol. Chem. 123, 491 (1938). 
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mehr oder weniger intensiven Rotfluorescenz der Federn im {j. 
trierten U.V.-Licht bei Vertretern, die 13 verschiedenen Ordnungey 
angehéren, festgestellt'), das ist etwa der vierte Teil aller yop. 
kommenden Ordnungen. Im Hinblick auf die Lichtunbestindigkejt 
des Porphyrins ist es bezeichnend, da8 die rote Fluorescenz immer 
nur an Gefiederregionen auftritt, die vor der Einwirkung des 
Lichtes weitgehend geschiitzt sind. In den meisten Fiillen sind 
die Porphyrinmengen auBerordentlich gering, zur Extraktion 
keineswegs ausreichend und daher nur durch Fluorescenz nach- 
weisbar. Nur bei den Trappen (Otides) ist der Porphyringehalt 
der Federn so betrichtlich, daB er meist intensive Rosafiirbung 
hervorruft. Nachst den Trappen ist das Gefieder der Eulen (Sfriges) 
am porphyrinreichsten. Die Herauslésung des Farbstoffes mit 
schwacher Salzsiure gelang mihelos. In allen Fallen ergal) die 
spektroskopische Priifung der Salzsiiure- und Atherlisungen villige 
Ubereinstimmung mit reinem Koproporphyrin2), das zum Vergleich 
herangezogen wurde (Ubereinanderprojektion der Spektren unter 
gleichen Bedingungen). Auch die Verteilung der Farbstotte zwischen 
0,1°/,iger Salzsiure und Chloroform, sowie die Salzsiurezall 
sprachen eindeutig fiir Koproporphyrin. 

Zur Sicherstellung der Identit’t des Federporphyrins mit 
Koproporphyrin, ferner zur Isomeriebestimmung, wurde die |so- 
lierung des Pigments in Form seines Methylesters angestrebt. 
Dies gelang in drei besonders giinstigen Fallen, niémlich mit den 
afrikanischen Trappen Lophotis r. ruficrista (Praiparat 1), Loplhotis 
r. gindiana (Praiparat 2) und Lvssotis melanogaster (Priiparat 3), 
deren porphyrinreiche Federn getrennt aufgearbeitet wurden. 

Nach den bekannten Methoden der Aufarbeitung gelang die 
Krystallisation der veresterten Porphyrine erst, nachdem diese 
durch zweimalige Anwendung der chromatographischen Adsorp- 
tionsanalyse weitgehend gereinigt worden waren. Dabei blieben 
offenbar zersetzte Porphyrine und farblose Begleitstoffe adsorbiert, 
wihrend die Hauptfraktion der Farbstoffe als einheitliche Zoue 
beim Entwickeln des Chromatogramms mit Ather—Methanol durch 
das Adsorbens wanderte. Die Ester krystallisierten in allen 
3 Fallen aus Chloroform—Methanol in Form schoner, sternformig 





1) Angaben iiber die Verbreitung dieser Erscheinung, sowie Einzel- 
heiten iiber die Art der Porphyrineinlagerung, vgl. O. Volker, J. Orr 
thol. 86, 438 (1938). 

2) Ergebnisse der spektroskopischen Messungen, vgl. O. Vélker, 
a. a. O. 446. 
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angeordneter prismatischer Nadeln, die nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren bei 172—174° (Praparat 1), bei 152 bzw. 175° 
‘Priiparat 2) und bei 152 baw. 176° (Priparat 3) schmelzen. Spektro- 
skopisch sind die Praparate untereinander und mit den synthetischen 
Koproporphyrintetramethylestern restlos identisch. Auch stimmte 
die Elementaranalyse des noch etwas Asche enthaltenden Pripa- 
rates 1, das in dazu ausreichender Menge anfiel, auf den Tetra- 
methylester eines Koproporphyrins. Alle 3 Priparate geben mit 
Koproporphyrin III-tetramethylester vom Schmelzp. 158° keine 
Depression, dagegen eine ausgeprigte mit Kopro IV-ester. Die 
aus den Federn der drei Trappenarten isolierten Por- 
phyrine sind also identisch mit Koproporphyrin III. Fir 
das Vorliegen noch anderer Porphyrine auBer Koproporphyrin III 
in den Federn der Trappen konnten vorliufig keine Anhalts- 
punkte gefunden werden. Die einzige Ausnahme machte bis jetzt 
nur ein Waldkauz (Strix aluco), in dessen Federn spektroskopisch 
neben Koproporphyrin Protoporphyrin nachgewiesen werden 
konnte. Im allgemeinen ist jedoch das ausschlieBliche Vorkommen 
von Koproporphyrin in Federn und von Protoporphyrin in Eischalen 
fiir die Végel charakteristisch. 

Mit dem Nachweis von Koproporphyrin [II in Trappenfedern 
ist erstmals aus Federn die Krystallisation eines freien Porphyrins 
in Form seines Methylesters gelungen. Das Vorkommen dieser 
Kopro-Isomeren zeigt die bemerkenswerte EKigenschaft des nor- 
malen Organismus, diesen in seiner Struktur dem normalen Hiimin 
entsprechenden Farbstoff zu bilden. Er wurde bisher in der Natur 
hesonders bei akuter (toxischer) und kongenitaler Porphyrie des 
Menschen und Siugers nachgewiesen und neuerdings von W. Grote- 
pass’) als Bestandteil des normalen Menschenharns neben etwa 
gleichen Teilen Koproporphyrin I erkannt. Von Bedeutung wire 
die Feststellung, welcher Isomerenreihe das Koproporphyrin an- 
gehirt, das spektroskopisch in Eulen- und Nachtschwalbenfedern, 
sowie im Kot von Trappen und Eulen (hier stets neben Proto- 
porphyrin) nachgewiesen wurde. Dies wire wichtig zur Priifung 
der Frage, ob auch bei den Trappen und Eulen ein Dualismus 
der Porphyrine (Hans Fischer) existiert, der ja prinzipiell auch 
im Vogelorganismus realisiert ist, wie das Auffinden von Kopro- 
porphyrin I neben dem gewoéhnlichen Protoporphyrin und Hamin 
im Hiihnchenembryo”) beweist. 

') Diese Z. 253, 276 (1938). *) F. Schenheyder, a.a. O. 
| se 
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Die mannigfachen Falle der Porphyrinablagerung in Federp 
lassen sich vorliufig unter keinerlei einheitlichen Gesichtspunktey 
betrachten. Man findet diese Kigenschaft in den verschiedenstey 
systematischen Kategorien ebenso wie bei Végeln der verschieden. 
sten Lebensweise und Ernihrung. Die Voraussetzungen fiir die 
Entstehung von Porphyrin sind offenbar bei Pflanzenfresser 
(Trappen) und Fleischfressern (Eulen) gleich giinstig. Auch spielt 
die von E. Derrien?) so betonte nichtliche Lebensweise keine 
entscheidende Rolle, wie gerade die Trappen als ausgesprochene 
Tagvégel deutlich erkennen lassen. Méglicherweise stellt die Kin- 
lagerung von Porphyrin in Federn eine Art Exkretionsvorgang 
dar, der dann allerdings nur auf die Dauer des Federwachstums 
beschrankt ware, denn nur die sprossende Feder ist zur Pigment- 
einlagerung befahigt. Diese Annahme wird bestirkt durch den 
spektroskopischen Nachweis von Koproporphyrin im_ normalen 
Trappen- und Eulenkot. Daneben aber kommt der Porphyrin- 
ablagerung in ihrem Héchstma8 auch pigmentbildende Bedeutung 
zu, wie z. B. die rosenroten Trappendaunen oder die rosafarbenen 
Axillaren gewisser Kulen (Ninoz-Arten) zeigen. Als ausgesprochene 
Schmuckfarbe tritt jedoch Koproporphyrin nur in den weinroten 
Genickfedern der Schopftrappe Lophotis r. rufterista auf?). 


Versuchsteil 
Isolierung des Porphyrins aus Federn von: 


a) Lophotis r. ruficrista (Priparat 1). Die gesamten porphyrinhaltigen 
Federn bzw. Federabschnitte eines Balges dieser Trappe wurden je 12 Stunden 
bei Zimmertemperatur mit Ather und Alkohol gewaschen, abgesaugt und 
hierauf mit 1 Liter gesittigtem Methanol—Chlorwasserstoff den Federn das 
Porphyrin entzogen. Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach den Vorschriften 
von H. Fischer. Verestert wurde durch Einleiten von Chlorwasserstoti in 
die eisgekiihlte Methanollésung des Farbstoffes. Da die zu erwartende Krystalli- 
sation nicht eintrat, wurde die Atherlésung an einer 25 em hohen Siule von 
Aluminiumoxyd adsorbiert, das Chromatogramm mit Ather entwickelt. Dabei 
wanderte der Hauptanteil des Farbstoffes als einheitliche Zone nach unten, 
wihrend offenbar zersetzte Porphyrine (die Koproporphyrinbanden zeigten) am 
oberen Ende der Siule stark adsorbiert blieben*). Die Elution der Hauptfraktion 
gelang leicht mit Ather-Methanol, wobei der zunichst farblose Anteil des 
Filtrats verworfen wurde. Zur weiteren Reinigung wurde das Porphyrin 
erneut in Ather getrieben und nochmals in der gleichen Weise adsorbiert. 





1) a. a. O. 

2) Vgl. O. Vélker, Ornithol. Monatsber. 46, 107 (1938). | 

3) Koproporphyrin I-tetramethylester wurde unter denselben Bedin- 
gungen nicht adsorbiert. 
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Aus der konzentrierten Methanol-Chloroformlésung krystallisierte schlieB- 
lich der Ester aus, der nach 4maligem Umkrystallisieren bei 172—174° 
schmolz. Ausbeute etwa 12 mg einheitlich krystallisierten Esters. Veridnder- 
liche Schmelzpunkte wurden nicht beobachtet. Mischschmelzpunkt mit Kopro- 


porphyrin III-tetramethylester (synthetisch, H. Fischer) vom Schmelzp. 158° ° 


bei 162°, also keine Depression, jedoch ausgeprigte Depression mit Kopro- 
porphyrin IV-tetramethylester. Die Elementaranalyse stimmt auf den Tetra- 
methylester eines Koproporphyrins. 


3,775 mg Subst.: 9,370 mg CO,, 2,270 mg H,O, 0,035 mg Riickstand. — 
3,056 mg Subst.: 0,224 cem N (22°, 744 mm). 
C,HygOsN, (710,4) Ber. C 67,57 H6,53 N 7,89 
Gef. ,, 67,69 , 6,78 ,, 8,38 


unter Beriicksichtigung des Aschegehaltes: 
C 68,32 H6,79 WN 8,39. 


Schmelzpunkt der dazu gehérigen Kupferverbindung, nach den itiblichen 
Methoden dargestellt, krystallisiert aus Chloroform—Methanol bei 208° (Mikro, 
nach Kofler). 


b) Lophotis r. gindiana (Priparat 2). Aufarbeitung der Federn eines 
Balges wie unter a). Beim Waschen der Federn mit Alkohol und Ather ging 
jedoch in geringer Menge ein roter Farbstoff in Lésung, dessen Atherlésung 
nach dem Kinengen folgendes Spektrum zeigt: 


561,5 mp 525 mu 
scharf begrenzte Bande 


Dieser geringe Porphyrinanteil ist demnach in einer Form vorhanden, 
die ein sogenanntes ,,metallisches Spektrum“ gibt. Zur Herauslésung des 
Hauptanteils des Porphyrins wurde diesmal 5°/,ige Salzsiiure verwendet. 
Der Ester krystallisiert aus Chloroform-Methanol und schmilzt nach 
6maligem Umkrystallisieren bei 152 bzw. 175°. Ausbeute etwa 5 mg ein- 
heitlich krystallisierten Esters. Mischschmelzpunkt mit Koproporphyrin III- 
tetramethylester vom Schmelzp. 158° bei 167°, also keine Depression, mit 
Koproporphyrin 1V-tetramethylester ausgepriigte Depression. Zur Elementar- 
analyse reicht das Material nicht aus. Schmelzpunkt des Kupferkomplexsalzes 
des Esters bei 216° (etwas unscharf). 


c) Lissotis melanogaster (Priiparat 3). Die Federn zweier halbzerfetzter 
Bilge dieser Trappe wurden aufgearbeitet wie unter a). Extrahiert wurde 
wiederum mit 5°/, iger Salzsiure. Krystallisation des Esters aus Methanol- 
Chloroform. Schmelzpunkt nach 5maligem Umkrystallisieren bei 152° 
scharf, die wieder erstarrte Schmelze schmilzt bei 176°. Ausbeute etwa 
4 mg einheitlich krystallisierten Esters. Mischschmelzpunkt mit Kopro- 
porphyrin III -tetramethylester vom Schmelzp. 158° bei 158°, also keine 
Depression, dagegen ausgepriigte Depression mit Kopro IV-tetramethylester. 
Zur Analyse reicht das Material nicht aus. Schmelzpunkt der Kupfer- 
verbindung des Esters bei 214° (etwas unscharf). 














Uber Leprotin, ein Carotinoid der Formel C,,H,, 
Von 


Yoshiharu Takeda und Tatuo Ohta 


(Aus dem Bakteriolog. Institut der Kaiserlichen Universitét zu Taihoku, Formosa, Japay 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Dezember 1938) 


Ch.Grundmann und Y.Takeda!) haben ein neues Bakterien- 
carotinoid aus einem chromogenen Mycobakterium rein dargestellt 
und den Namen Leprotin fiir diesen Farbstoff vorgeschlagen. 

Zur weiteren systematischen Untersuchung waren jetzt erheb- 
lich gréBere Materialmengen erforderlich, um deren Beschafiung 
wir uns lingere Zeit in diesem Institut bemiht haben. . 

Leprotin krystallisiert, wie schon erwihnt, aus Benzol—Methanol 
in diinnen verfilzten kupferroten Nadeln von schwachem Glanz. Der 
Schmelzpunkt liegt (im Mikroschmelzpunktsapparat nach K ofler- 
Hilbck) bei 198—200°. 

Spektroskopisch stimmt Leprotin mit #-Carotin fast villig 
iiberein ?): 


Schwerpunkte der Absorptionsbanden in mu: 


Schwefelkohlenstoff ....... . 517 479 447 
Chloroform ............ 495 460 428 
Benzin (Siedep. 70—80% . . .... 484 452 425 


Nach der Elementaranalyse kommt dem Leprotin wahrschein- 
lich die Formel C,,H,, zu. Bei der katalytischen Hydrierung 
werden 12 Mole Wasserstoff aufgenommen (Gef. 12,16 Mole, 
11,69 Mole); es sind somit 12 Kohlenstoff-Doppelbindungen yor- 
handen. 

Es ist sehr bemerkenswert, da8 Leprotin als Provitamin-A 
wirkt. A-Vitamin-frei ernihrte Ratten, die pro Tag 20 y Leprotin 
erhielten, wurden innerhalb 10 Tage von hochgradiger Xeromalacie 
ganz geheilt. Quantitative Versuche mit kleineren Mengen sind 
im Gange. 

Die oben angefiihrten Tatsachen machen es wahrscheinlich, 
daB Leprotin ein Dehydro-f-carotin ist. 





1) Grundmann u. Takeda, Naturw. 25, 27 (1987). 
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Beschreibung der Versuche 
Material 


Die Bakterien wurden in 5°/, iger Glycerin-Bouillon geziichtet 
und 4 Wochen lang im Brutschrank bei etwa 37° im Dunkeln 
gehalten. Wiahrend dieser Zeit wuchsen die Bakterien zum 
maximalen Gedeihen und wurden stark citronengelb gefirbt. 
Durch 10 Minuten langes Erhitzen auf 60° wurden die Bakterien 
abgetétet und auf Filterpapier abfiltriert. 

Die zuriickbleibenden, zitronengelb gefiirbten Bakterienmassen 
wurden zur volligen Entfernung der Nihrlésung gewaschen, dann 
' an der Luft getrocknet. 
el- | Nach volliger Trocknung wurden die Bakterien in Vakuum 
ellt iiber Phosphorpentoxyd aufbewahrt und kurz vor der Extraktion 

in der Kugelmiihle fein gemahlen. 


Ing Darstellung von Leprotin 


Die getrockneten Bakterien (Gewicht 800 g) wurden mit 5 Liter 
Aceton 1 Tag im Kisschrank stehen gelassen, bisweilen geschiittelt, 
wobei fast alles Leprotin in Lésung ging. Nach dem Absaugen 
der Bakterien wurde mit 1,5 Liter Aceton gewaschen. Die Aceton- 
lésungen wurden vereinigt und im Vakuum bis zu einem dicken 
Ol eingeengt, worauf der Farbstoff durch Zusatz von 130 ccm 
Benzol wieder in Lésung gebracht wurde. 

Die Farbstofflisung wurde 2 Stunden im Eisschrank stehen 
gelassen, wobei sich eine farblose Masse ausschied. Die ab- | 
filtrierte Benzollésung wurde mit dem gleichem Volumen 10°/, 
methylalkoholischer Kalilauge 1 Tag in der Kalte verseift. 

Nach der Verseifung entmischten wir mit 2 Liter Benzin 
le (Siedep. 70—80°) und reichlich Wasser, befreiten die Benzinschicht 
durch griindliches Schiitteln mit Wasser von der Seife und wuschen 
endlich mit mehr als 95°/,igem Methanol; dabei blieb das Leprotin 
N in der Benzol—Benzinschicht vollkommen gelist. 

Die Benzol—Benzinlésung wurde mit Natriumsulfat entwissert 
und im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde 


iit 





d in wenig Benzin (Siedepunkt bis 70°) wieder gelist, durch Zusatz 
von absolutem Alkohol der Farbstoff krystallinisch gefillt und | 
b. aus Benzin umkrystallisiert. | 


Das rohe Leprotin wurde in Benzol gelést, die Benzollésung 
grindlich mit Wasser gewaschen und nochmals durch gehirtetes 
Filterpapier filtriert, um ein asche-freies Priparat zu erhalten. 
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Der Benzolriickstand wurde nochmals aus Benzol—Methanol (1:1) 
umkrystallisiert. Das so erhaltene Leprotin wog 10 mg, war aber 
noch mit farblosen Krystallen verunreinigt. 

Um diese Begleitstoffe zu entfernen, wurde in Benzin (70—8()° 
gelést, durch eine Saéule von CaCO, und Aluminiumoxyd (Merck 
filtriert und mit Benzol—Benzin-Gemisch (1:3) nachgewaschen, bis 
sich eine deutlich abgegrenzte purpurrote Zone von Leprotin am 
Aluminiumoxyd ausgebildet hatte und oberhalb dieser Zone das 
Aluminiumoxyd noch briunlich-gelb angefarbt war. 

Dann wurde die purpurrote Schicht, die das reine Leprotin 
enthielt, auf iiblichem Wege aus dem Chromatogrammrohr ent- 
fernt, um den Farbstoff zu eluieren. Die Elutionsfliissizkeit 
wurde durch Glas-Sinterfilter und dann gehiartetes Filterpapier 
filtriert, im Vakuum verdampft und der Riickstand 2 mal aus 
Benzol—Methanol (2:1) umkrystallisiert. Schmelzpunkt im Hoch- 
vakuum 197° (unkorr.). 


Elementaranalyse '): 
2,968 mg Subst.: 9,790 mg CO,, 2,420 mg H,0. 
 : Ber. C 89,89 H 10,11 Gef. C 89,96 H 9,12. 


Katalytische Hydrierung*); 1,28 mg Subst.; 1,14 mg Subst. in Dekalin- 
Eisessig: 

Gef. 12,16 und 11,69 Doppelbindungen fiir C,.H,,. 

Ks ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Richard Kuhn 
meinen ergebensten Dank fiir die liebenswiirdigen Hinweise wihrend 
meines Aufenthaltes in Heidelberg auszusprechen (Y. Takeda). 

Wir sind ferner Herrn Prof. Yasuhiko Asahina (Tokio) 
und Herrn Dr. Saturo Kuwada (Osaka) fiir freundliche Unter- 
stiitzung zu besonderem Dank verpflichtet. 





1) Die Elementaranalyse wurde von Dr. Kasahara, Firma Takeda- 


Chobei, Osaka, ausgefiihrt. 
?) Kuhn u. M6ller, Z. angew. Chem. 47, 145 (1934). 
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Synthese zweier Vinyl-substituierter Bilirubinoide ’) 
Von 
Hans Fischer und Herbert Reinecke 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1938) 


Bei der Resorcinschmelze von Meso-bilirubin I entsteht die 
analytische Neo-xantho-bilirubinsiure“*), welche ein Gemisch von 
Neo-xantho-bilirubinsiure II und Iso-neo-xantho-bilirubinsiure IIT 
darstellt 3), entsprechend folgender Formulierung: 











a ] —C,H, H,C- rte SP | - —T —=-(,H, 
on }—cao—_}-—_ cu, —4_}\—-co—\_ 0H 
N N = N 

“H I 
H,C-, ~ H,C-; ™ Sp- : -CH, H,C0-—GH, 
ses | a8 | “) L 
N N YX 
II H i III 


*) PS = CH,CH,COOH 


Ks lag nun nahe, diese Reaktion auch auf das Bilirubin selbst 
zu iibertragen. Wir machten uns von vornherein darauf gefaBt, 
dai die im Bilirubin vorhandenen Vinylgruppen *) bzw. Vinylgruppe 
und Hydrofuranring®) wahrscheinlich Komplikationen hervorrufen 
wiirden. Falls diese Gruppen die Temperatur des siedenden 
Resorcins aushielten, wiren folgende Kérper zu erwarten: 


H,C- -—CH= CH, Hy C-,——-; | | -PS ai H,C ae 
. | | Rua 
Hi _ s ———CH—__ 7 HH Fi : 7 OH 
IV H H Vv 


) 22. Mittetlung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 21. Mitteilung, 
Diese Z. 257, 190 (1939). 

*) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 193 (1930). 

*) H. Fischer u. W. Siedel, Diese Z. 214, 146 (1938). 

¥ H. Fischer u. W. Siedel, Diese Z. 214, 156 (1933). 
*) H. Fischer u. H. W. Haberland, Diese Z. 232, 240 (1935). 
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bzw. 
rr CH, | H,C-—————OH, 
| | 4 dy 
coil elena ee a 
N N O 
H VI 


Aus dem Resorcinschmelzprodukt des Bilirubins konnte ej) 
gelber gut krystallisierender Kérper durch Chloroformextraktiyy 
gewonnen werden. Seine Analyse, sowie die seines Methylesters 
und Azofarbstoffes deuten darauf hin, daB die Vinylgruppe er. 
halten geblieben ist, wie folgende Tabelle esi 

















Siure Ester Azofarbstot 
Kohlenstoff ...... 66,88 67,96 62,84 Gef. 
67,03 67,93 62,70 Ber. 
Wasserstoff ...... 6,21 6,68 5,49 Gef. 
6,15 6,76 5,77 Ber. 


Die ersten Versuche der Resorcinschmelze des Bilirubins hat 
Herr Dr. H. W. Haberland vor mehreren Jahren durchgefihrt. Bei etwas 
lingerer Resorcinschmelzdauer (30 Sekunden) wurde nach dem Verestern 
mit Diazomethan ein schén krystallisierter Kérper vom Schmelzp. 190° er- 
halten, dessen Analyse — 67,74°/, C, 6,91°/, H, 9,46°/) N — gut auf Vinyl- 
neoxantho-bilirubinsiure-methylester 1V stimmte. Der Mischschmelzpunkt 
mit dem Iso- sowie mit dem Neo-xantho-bilirubinsdiure-methylester gab 
schwache Depression. Bei der Oxydation wurde kein Methy]-dthy]-malein- 
imid erhalten. Mit Formaldehyd-Salzsiiure wurde ein Gmelin-positiver, 
gelber, in Wetzsteinen krystallisierender Kérper vom Schmelzp. 280° erhalten. 


Werden Neo-xantho-bilirubinsiure bzw. Iso-neo-xantho-bili- 
rubinsiure der katalytischen Hydrierung unterworfen, so entstelit 
unter Aufnahme eines Molekiils Wasserstoff die Neo- bzw. Iso- 
neo-bilirubinséure, wie zuerst H. Fischer und R. Hess!) an der 
,analytischen Neo-xantho-bilirubinsiure“ und spiiter H. Fischer 
und W. Siedel?) mit synthetischen Produkten eiccseniane haben: 


|| -CH— ag H  ” HO- 3 a 


HOA, +— 





| 
=~ —H 
H 
Die entstandenen ae a durch ihre Konden- 
sationsprodukte mit Benzaldehyd niher charakterisiert. | 
Liige in unserem Falle eine Vinylgruppe vor, so miiften 


2 Mol W asserstoft bei der katalytischen Hydrierung aufgenommen 


H. Viawher u. R. Hess, Diese Z. 194, 193 (1930). 
) H. Fischer u. W. Siedel, Diese Z. 214, 146 (1933). 
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werden. Das war tatsichlich der Fall. Wie die nihere Unter- 
suchung ergab, entstand jedoch nicht das zu erwartende Gemisch 
yon Neo- und Iso-neo-bilirubinsiure, sondern lediglich Neo-bili- 
rubinsiure (Schmelzp. 273°). Dies konnte durch Mischschmelz- 
punkt der Benzaldehydkondensationsprodukte nachgewiesen werden: 
Die Benzalverbindung der Iso-neo-bilirubinsiure schmilzt bei 273°, 
diejenige der Neo-bilirubinsiure bei 276°, ihr Gemisch, wie auch 
die ,analytische Neo-bilirubinsiiure’ bei 248° Erhalten wurde 
eine Benzalverbindung vom Schmelzp. 276°, welche mit der der 
Neo-bilirubinséure keine, dagegen mit der Benzalverbindung der 
Iso-neo-bilirubinsiure eine Depression auf 250° gab. Mithin liegt 
reine Neo-bilirubinséure vor und das Ausgangsmaterial ist der 
entsprechende, reine VinylkérperIV. Wir erblicken in dieser 
Tatsache eine Bestiitigung der Bilirubinformel mit dem Hydro- 
furanring. Bei Vorliegen der friither von uns aufgestellten Formel 
mit beiden Vinylgruppen miiBte man ein Gemisch von zwei Vinyl- 
kérpern erwarten. Die definitive Entscheidung wird sich freilich 
erst durch die Synthese herbeifiihren lassen und durch die Unter- 
suchung des Riickstandes bei der Resorcinschmelze; denn nach 
der Chloroform-Extraktion der Vinyl-neoxantho-bilirubinsaure 
hinterbleibt ja noch ein chloroformunléslicher Riickstand, dessen 
nihere Untersuchung noch ausstelt. 


Bilirubin kann man partiell katalytisch hydrieren zu 1’,8’-Dioxy- 
1,3,6,7- tetramethyl - 8 - ithyl-2-vinyl-dihydrobilin - 4,5 - dipropion- 
siure!} und weiter zu Meso-bilirubin?). Bei Anwesenheit einer 
Vinylgruppe in unserem Resorcinschmelzprodukt miiBte es ge- 
lingen, diese unter Erhaltung der Methenbriicke zur Athylgruppe 
zu hydrieren. Wir konnten tatsichlich Neo-xantho-bilirubinsdure 
isolieren, wenn die Hydrierung nach Aufnahme von 1 Mol ab- 
gebrochen wurde. Die Identifizierung geschah durch den Azo- 
farbstoff: Ks entstanden die sehr charakteristischen kammférmigen 
Verwachsungen des Neo-xantho-bilirubinsiure-methylester-azofarb- 
stoffes. Auch trat im Mischschmelzpunkt mit letzterem keine 
Depression, hingegen wohl mit dem Azofarbstoff des Iso-neo- 
xantho-bilirubinsiiuremethylesters auf. 

Nachdem so die Konstitution des chloroformléslichen Resor- 


cinschmelzproduktes als ein Vinylmethen folgender Konstitution 
festgelegt war: 


1) H. Fischer u. H.W. Haberland, Diese Z. 232, 236 (1935). 
*) H. Fischer, Z. Biol. 65, 163 (1914). 
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H, T <a mors 
HO a.” a 





lag es nahe, es mit Formaldehyd-Salzsiure zu einem Bilirubinoid 
zu kondensieren. Es entstand ein aus Pyridin in kleinen orange. 
gelben Rechtecken krystallisierender Kérper, dem auf Grund seiner 
Darstellung und Analysenergebnisse folgende Formulierung zu. 
kommt: 


— inti H,C- 


i ne el | 


H 





Na 


und der als eine 1’,8’- Dioxy-1,3,6,8-tetramethy]l-2, 7 - divinyl- 
bilidien-(2’-«-7'-y)-4,5-dipropionsiure zu bezeichnen ist. 

Sie ist in den gebrauchlichen Lésungsmitteln schwer lislich, 
selbst in Pyridin. Die Gmelinsche Reaktion sowie die Fluores- 
cenzprobe mit Zinkacetat und Jod sind positiv, genau wie beim 
Bilirubin. Auch die Grinfirbung mit methylalkoholischer Salz- 
siure tritt in der gleichen Weise ein. Im Gegensatz zum Bili- 
rubin zeigt der Koérper einen scharfen Schmelzpunkt bei 312°. 
Weiter kondensierten wir das Vinylmethen (IV) mit Formy]-iso- 
neoxantho-bilirubinséure!) zu einem Glaukobilin folgender Kon- 
stitution: 


_— ' — at = uel ae H,C-——-Gil, 
| | ar 
HO. CH * aa CH——=+\_,}_ca—_ 108 


*) PSCH, = CH,CH,COOCH, 


als 1’, 8’- Dioxy - 1,3,6,7 - tetramethyl - 8 - athyl - 2 -viny] - bilitrien- 
(2’-«-4'-ms)-4,5-dipropionsiure-dimethylester zu bezeichnen. 

Somit liegen zum ersten Male auf teilsynthetischem Wege 
zwei Gallenfarbstoffe mit Vinylgruppen vor, die einer eingehenden 
Untersuchung noch unterzogen werden sollen. Das zuletzt er- 
wibnte Glaukobilin wird mit Zinkstaub—EKisessig wohl ohne 
gréBere Schwierigkeiten in 1’, 8’- Dioxy - 1,3, 6,7 - ——. 
8-iithyl-2-vinyl-dihydrobilin-4, 5-dipropionsaure (vel. S. 11) iiber- 
fiihrt werden kénnen, Versuche, die im Gange sind. 


1) W. Siedel, Diese Z. 237, 25 (1935). 


PS a H,C=HC-—=- ~CH, 
mani C H——- = | OH 
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Versuche 


Resorcinschmelze des Bilirubins, 5-Oxy-4,3’- dimethyl -3-vinyl- 
pyrromethen-4’-propionsdure. Bilirubin wird in Portionen zu 0,3 g in 
siedendes Resorcin eingetragen und 15 Sekunden im Sieden gehalten. Dann 
wird in Wasser gegossen und mit Ammoniumchlorid ausgeflockt. Nach 
Filtrieren und Trocknen wird mit Chloroform extrahiert. Die Chloroform- 
ljsung wird eingedunstet und der Riickstand mit Methylalkohol zur Krystalli- 
sation gebracht. Gelbe Nidelechen vom Schmelzp. 234°. Ausbeute 10°/, des 
verwendeten Bilirubins. Der bei der Chloroformextraktion verbleibende 
glasige Riickstand wird getrocknet, gepulvert und mit Methylalkohol ver- 
rieben; hierbei erhilt man noch weitere 10°/, des gelben Kérpers vom 
Schmelzp. 234°. Nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol steigt der 
Schmelzpunkt auf 245°. Mit Ehrlichschem Reagens tritt Griinfarbung und 
2bandiges Spektrum im Rot auf. Gmelin sowie Fluorescenzprobe sind 
negativ. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und die erhaltenen 
langen feinen Niadelchen bei 70° im Vakuum getrocknet. 


3,735 mg Subst. — 0,02 mg Asche = 3,715 mg Subst.: 9,110 mg CO,, 
2,060 mg H,O. — 3,390 mg Subst.: 0,340 cem N, (25°, 716 mm). 
C,,H,.03N, (286,1) Ber. © 67,03 H6,39 N 9,78 
Gef. ,, 66,88  , 6,21 ,, 9,42. 


Der Mischschmelzpunkt mit Neo-xantho-bilirubinsiure (243°) lag 
bei 236°. 


5-Oxy-4, 3’-dimethyl-3-vinyl-pyrromethen-4’-propionsauremethy]l- 
ester. Der Ester wurde mit Diazomethan in Chloroform dargestellt. Aus 
Methylalkohol krystallisierte er in gelbbraunen Blittchen mit braunem Ober- 
flichenglanz vom Schmelzp. 185°. Auch hier trat mit Ehrliechschem 
Reagens die Griinfirbung mit 2 bandigem Spektrum auf. Zur Analyse 
wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert und bei 60° im Vakuum getrocknet. 


3,417 mg Subst.: 8,515 mg CO,, 2,040 mg H,O. — 2,787, 2,470 mg 
Subst.: 0,253 (25°, 717mm), 0,215 (23°, 724mm) ccm N,. — 4,250 mg Subst.: 
3,355 mg AgJ. 


C,,H,,O,;N, Ber. C 67,93 H6,76 N 9,82 OCH, 10,32 
(300,1) Gef. ,, 67,96 ,, 6,68 ,, 9,81, 9,56 » 10,48. 


Der Mischschmelzpunkt mit Neo-xantho-bilirubinsiure-methylester (174°) 
lag bei 168°, der mit dem Iso-neo-xantho-bilirubinsiure-methylester (204°) 
bei 170° 


_ 5-Oxy-4,3’- dimethyl -3- vinyl - pyrromethenhydrochlorid -4’- pro- 
plonsaure-methylester-5’-azobenzol. Der Methylester wurde in Methyl- 
alkohol gelést und mit einer Benzol-diazoniumchlorid-Lésung versetzt. Der 
Azofarbstoff krystallisierte sofort aus. Nach dem Umkrystallisieren aus 
Methylalkohol-Salzsiure einheitliche makroskopische Nadeln mit blaugriinem 
Oberflichenglanz, keine kammférmigen Verwachsungen, wie sie der Neo- 
xantho-bilirubinmethylester-azofarbstoff gibt. Schmelzp. 205° Sintern, bis 
360° kein Schmelzpunkt. Zur Analyse wurde aus Methylalkohol-Salzsiiure 
unkrystallisiert und bei 50° im Vakuum getrocknet. 
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4,000 mg Subst. — 0,080 mg Asche = 3,920 mg Subst.: 9,032 mg (0, 
1,923 mg H,O. — 2,804 mg Subst.: 0,326 ccm N, (22°, 724 mm). — 4,067 mg 
Subst.: 2,270 mg AgJ. — 5,087 mg Subst.: 1,645 mg Ag(Cl. 


C,,H,,03N,Cl (440,5) 
Ber. C 62,70 H5,77 N 12,70 OCH, 7,03 Cl 8,04 
Gef. ,, 62,84  , 5,49 ,, 12,82 » St BR. 


Der Mischschmelzpunkt mit dem Azofarbstoff des Neo-xantho-bilirubip. 
siure-methylesters (188°) gab bei 186° Sintern, derjenige des Iso-neo-xantho. 
bilirubinsiure-methylesters (210°) sinterte bei 190°. 


Katalytische Hydrierung von 5-Oxy-4,3’-dimethyl-3-vinyl-pyrro. 
methen-4-propionsdure. 270 mg Siure wurden in 50 cem n/10-NaQH 
gelést und unter Zugabe von 1°/,iger kolloidaler Palladiumlésung hydriert, 
Die Palladiumlésung wurde in 2 Portionen zu je 1,2 cem im Abstande yon 
2 Stunden zugegeben. Die Wasserstoffaufnahme war nach 4 Stunden be- 
endet. Es wurden 51 cem Wasserstoff aufgenommen (17°, 720 mm). Nach 
Abzug des Blindwertes fiir den Katalysator wurde die berechnete Menge 
fiir 2 Mol Wasserstoff (47,2 cem) ziemlich genau erreicht. 


Die hydrierte Lésung wurde nach Uberschichten mit Chloroform mit 
verdiinnter Schwefelsiure angesiiuert und mehrmals mit Chloroform durch- 
geschiittelt. Die Chloroformlésung wurde durch ein doppeltes Faltenfilter 
filtriert und im Vakuum eingeengt. Es trat spontan Krystallisation ein. 
Nach dem Umkrystallisieren aus Essigester Schmelzp. 173°. Der Kérper 
gab mit Ehrlichschem Reagens intensive Rotfirbung. 


Kondensation des Hydrierungsproduktes mit Benzaldehyd. Ef: 
wurde nach der Vorschrift von H. Fischer und R. Hess [Diese Z. 194, 
216 (1931)] mit Benzaldehyd wnd Salzsiiure kondensiert. Nach dem Aus- 
waschen mit Methylalkohol hinterblieb ein gelber Krystallbrei vom Sehmelz- 
punkt 273—274°. Nach dem Umkrystallisieren aus Eisessig wurden gelbe 
verfilzte Nadeln vom Schmelzp. 276° erhalten. 

Der Mischschmelzpunkt mit der Benzylidenverbindung der Neo-bili 
rubinsiure (276°) lag bei 276°, mit der Benzylidenverbindung der Iso-neo- 
bilirubinséure (273°) trat Depression auf 250° ein. 


Partielle katalytische Hydrierung von 5- Oxy -4,3’- dimethyl. 
3 - vinyl - pyrromethen -4-propionsaure. Die Vinylverbindung wurde 
in n/10-NaOH gelést und mit 1°/,iger kolloidaler Palladiumlésung so lange 
hydriert, bis 1 Mol Wasserstoff aufgenommen war. Dann wurde mit ver 
diinnter Schwefelsiure angesiuert, der ausfallende griinliche voluminose 
Niederschlag abfiltriert, getrocknet und mit Chloroform extrahiert. Das 
Chloroform wurde durch Methylalkohol verdringt, wobei Krystallisation 
eintrat. Schmelzp. 242°. Nun wurde wie iiblich verestert und mit Benzol- 
diazoniumchloridlésung gekuppelt. Es traten die fiir den Azofarbstoff der 
Neo-xantho-bilirubinsiiure charakteristischen kammférmigen Verwachsunget 
auf. Schmelzp. 188°, vollkommenes Schmelzen. Mischschmelzpunkt mit dem 
Neo -xantho - bilirubinsdure - methylester - azofarbstoff (188° 188°, mit dem 
Azofarbstoff der Iso-neo-xantho-bilirubinsiure (212°) 184° 
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Kondensation von 5-Oxy-4,3’-dimethyl-3-vinyl-pyrromethen- 
4-propionsdure mit Formyl-iso-neo-xantho-bilirubinsaure-methylester 
zu1’,8’-Dioxy-1,3,6,7-tetramethy1-8-athyl-2-viny]-bilitrien-(2’-«-4’-ms)- 
4.5-dipropionsaure-methylester. 100 mg beider Komponenten wurden 
mit 20 eem Methylalkohol und 5 cem 48°/, iger Bromwasserstoffsiiure 2 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Dann wurde in Chloroform gegossen, ausgewaschen 
und eingeengt. Aus Methylalkohol krystallisiert das Glaukobilin in schriig 
abgeschnittenen blauen Prismen. Ausbeute 120 mg. Schmelzp. 225°. Schwer 
in Methylalkohol, leicht in Chloroform mit blauer Farbe léslich. Zur Ana- 
lyse wurde mit Chloroform extrahiert und das Chloroform durch Methyl- 
alkohol vertrieben. Bei 50° wurde im Vakuum getrocknet. 

4,210 mg Subst.: 10,590 mg CO,, 2,550 mg H,O. — 3,694 mg Subst.: 
0,305 eem N, (23°, 719 mm). — 4,194 mg Subst.: 3,166 mg AgJ. 

Cy H,,O,Nq (610,38) Ber. C 68,81 H 6,62 N8,85 OCH, 10,16 
Gef. ,, 68,61 ,, 6,78  ,, 9,01 » 9,97. 

Mit Zinkacetat, Jod und Ammoniak in alkoholischer Lésung entsteht 

Griinblaufiirbung, Rotfluorescenz und folgendes Spektrum: 
I. 635; II. 582. 

Reihenfolge der Intensititen: I, Il. (Spektrum vom Mesobilirubin: 
I. 627; IL. 576.) 

Kondensation von 5-Oxy-4,3’- dimethyl -3-vinyl-pyrromethen- 
4-propionsaure mit Formaldehyd-Salzsaure zu 1’,8’-Dioxy-1,3,6,8- 
tetramethyl -2,7 - divinyl - bilidien - (2’-«-7’-7)-4,5-dipropionsaure. Es 
wurde nach der Vorschrift von H. Fischer und R. Hess kondensiert. Man 
erhilt nach dem Umkrystallisieren aus viel Pyridin kleine Rechtecke vom 
Schmelzp. 312°. Zur Analyse wurde aus Pyridin umkrystallisiert und bei 
50° im Vakuum getrocknet. 

4,348 mg Subst.: 10,787 mg CO,, 2,898 mg H,O. — 3,658 mg Subst.: 
0,334 cem N, (26°, 709 mm). 

CssHsgOgN, (582,38) Ber. C 68,01 H 6,23 N 9,27 
Gef. ,, 67,66 » 617 4, 9,72. 

Mit Zinkacetat, Jod und Ammoniak in alkoholischer Lésung entsteht 
Griinblaufirbung, Rotfluorescenz und folgendes Spektrum: 

I. 642; ~—‘II. 586. 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, identisch mit dem auf gleiche Art 
aus Bilirubin erhaltenen Spektrum. 
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Zur Spezifitat der d-Aminosdiureoxydase’”) 
Von 
K. Felix und K. Zorn 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1938) 


Unsere friiheren Versuche iiber den Abbau des Tyrosins, 
Phenylalanins und der mit ihnen verwandten stickstofffreien Ver. 
bindungen durch Leber- und Nierenbrei haben ergeben, dai die 
beiden optischen Isomeren der Aminosiuren zwar gleichviel Sauer. 
stoff verbrauchen, aber hinsichtlich der Abspaltung von Ammoniak, 
also der eigentlichen Desaminierung, sich grundsitzlich unter. 
scheiden®), d- und d,l-Tyrosin nehmen in Leberbrei 4 und in 
Nierenbrei nur 1 Atom Sauerstoff auf; auBerdem entsteht im 
Leberbrei aus je 1 Molekiil der Aminosiuren 1 Molekiil Acet- 
essigsiure und 1 Molekiil Kohlendioxyd. 1-Phenylalanin ver. 
zehrt in den beiden Organbreien nur 1 Atom Sauerstoff; d-Pheny]- 
alanin in Leberbrei auch nur eines und in Nierenbrei je nach 
den Versuchsbedingungen 1—2. Die Ausbeute an Ammoniak 
betrug bei den natiirlichen optischen Formen der beiden aro- 
matischen Aminosiuren nur einen Bruchteil des nach unserer 
gegenwartigen Anschauung iiber die oxydative Desaminierung 20 
erwartenden, war aber quantitativ bei den nicht natiirlichen Anti 
poden. Ahnlich steht es mit der Bildung der «-Ketonsiiuren, 
die in der ersten Phase der Oxydation gleichzeitig entstehen 
sollen. In den Versuchen mit Nierenbrei wurde mit Ausnahme 
des d-Phenylalanins nur 1 Atom Sauerstoff aufgenommen, bDlieb 
also die Oxydation auf der ersten Phase stehen. Hier hitten 
sich die «-Ketonsiiuren nachweisen lassen miissen. Es ist aber 
in keinem Versuch mit den natiirlichen Aminosiiuren gelungen: 
dagegen konnten wir in den Versuchen mit d,l-Tyrosin titr- 
metrisch so viel p-Oxyphenylbrenztraubensiure fassen, als der 





*) Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits auf der 3. Frankfurter 
Konferenz fiir medizinisch-naturwissenschaftliche Zusammenarbeit“) und 
auf dem 16. internat. PhysiologenkongreB*) vorgetragen. 
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d-Komponente entspricht, und praktisch auch quantitativ als 
Dinitrophenylhydrazon isolieren; beim d-Phenylalanin war das 


 Resultat das gleiche, bloB ging in einigen Versuchen die Oxy- 


dation tiber die Phenylbrenztraubensiure hinaus, wahrscheinlich 
bis zur Phenylessigsiure. Nur die d-Formen der beiden aro- 
matischen Aminosduren folgen also der iiblichen Desaminierungs- 
gleichung: 

R-CHNH,-COOH + '/, O, = R-C: O-COOH + NH,. 

Die erste Stufe der Oxydation muB bei den beiden Isomeren 
yerschieden erfolgen. Beim 1-Isomeren scheint sie an einer an- 
deren Stelle des Molekiils anzugreifen. Die verschiedene Am- 
moniakbildung haben auch andere Autoren”) schon beobachtet, 
insbesondere H. A. Krebs*). Nach ihm ist aber der Unterschied 
mehr quantitativer Art. Er nimmt in beiden Fallen eine Des- 
aminierung an, die bei den natiirlichen Aminosiuren nur sehr viel 
langsamer verlaufen soll. Auch wir fanden bei d,l-Tyrosin und 
d-Phenylalanin einen etwas rascheren Verlauf des Sauerstoff- 
verbrauchs als bei 1-Tyrosin und 1-Phenylalanin; aber der Unter- 
schied war nicht sehr erheblich; in allen Versuchen konnte das 
Ende der Oxydation leicht erreicht werden und doch blieb der 
qualitative Unterschied beziiglich der Bildung von Ammoniak und 
Ketonsiiure bestehen. Dagegen konnten wir seinen Befund, daB es 
zwei Systeme fiir den Abbau der Aminosauren gibt, bestiitigen; eines 
fiir die natiirlichen, welches an die intakte Zelle gebunden ist, und 
ein anderes fiir die nicht natiirlichen Aminosauren, das sich leicht 
extrahieren laBt. Dem zweiten System liegt die d-Aminosiureoxydase 
zugrunde. Ihre Wirkungsbedingungen sind von Krebs bereits 
festgelegt worden®), auBerdem haben inzwischen O, Warburg und 
W. Christian gezeigt, daB sie aus einem Protein und einem 
Dinucleotid als Co-Ferment besteht!*). Das Dinucleotid enthilt 
als stickstoffhaltige Basen Alloxazin und wahrscheinlich Adenin. 

Unsere gegenwirtigen Versuche sollen der Abgrenzung der 
Spezifitit dieses Fermentes dienen. Wir lieBen dazu Extrakte 
aus Trockenpulvern von Schweinenieren auf eine Reihe natiir- 
licher Aminoséuren und ihrer Racemate bei p,, 7,6 einwirken 
und verfolgten die Wirkung am Sauerstoffverbrauch, an der Bil- 
dung von Ammoniak und von Ketonsiuren, welch letztere nicht 
nur titriert, sondern in den meisten Fallen noch als Dinitro- 
phenylhydrazon isoliert wurden. Die Ergebnisse sind in der 
uachfolgenden Tabelle zusammengefaBt und in Prozenten der 
Theorie ausgedriickt, wobei als theoretische Werte fiir 1 Mal 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 2 
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Aminosiure 1/, Mol Sauerstoff, 1 Mol Ammoniak und 1 Mol Ketop. 
siure angenommen wurden. In der Rubrik ,,«-Ketonsiure °/, de; 
Theorie“ bedeuten die eingeklammerten Zahlen die Ausbeute ay 
isoliertem Dinitrophenylhydrazon. Bei den Racematen sind nur die 
d-Komponenten der Rechnung zugrunde gelegt. 


Abbau der Aminosiuren durch Nierenextrakt 





ay 














NH,- 
Bildung 
[ia] Th. 








O,-Ver- 
Aminosiaure brauch 
°/,4.Th. 
Glykokoll . 0,0 
1-Alanin 0,0 
d-Alanin 98,0 
d, l-Serin : 35,5 
d, l- Aminobuttersiure. 82,5 
Aminoisobuttersiure : 0,8 
1-Valin . . 0,0 
d,l-Valin . 97,0 
]-Leucin 5,2 
d,l-Leucin 41,6 
d,l-Norleucin 110,0 
1-Asparaginsdure. 0,0 
d,l-Asparaginsiure. 98,8 
]-Glutaminsdure . 0,0 
d,l-Glutaminsdure . . 14,5 
]-Phenylalanin . 0,0 
d-Phenylalanin 98,5 
1-Tyrosin . 0,0 
d,l-Tyrosin . ss ae 
1-Dioxy phenylalanin ; 6,0 
d,1- "<7 gaia eaamaa 161,5 
l-Histidin . . 0,0 
d,l-Histidin . 29,0 
]-Arginin . 0,0 
d,l-Arginin . 46,3 
]-Lysin . 0,0 
d,l-Lysin . 0,0 


'/,0,:NH 


o/, d. Th. 





a-Keto- 
siure 


(57,3) 
6,7 
49,7 (80,0) 
1,28 
0,37 
44,1 (93,5) 
1,27 
31,3 (62,7) 
51,5 (23,8) 
0,0 


? 

76,8 (95,3) 
(Brenztrau- 
bensdure) 

0,0 
7,5 
0,0 
85,0 (68,5) 
0,0 





Schmp. ( 
d. Dinitro. 
phenyl- 
1 5Y dri Azone 


Wie zu erwarten war, wurde keine der ]-Aminosiuren ab- 
gebaut. Aber auch das optisch inaktive Glykokoll wurde von dem 
Extrakt nicht angegriffen, ebenso wenig und in Ubereinstimmuns 
mit D. Keilin und E. F. Hartree®), die Aminoisobuttersaure. 
welche an dem «-Kohlenstoffatom keinen Wasserstoff mehr trast 
Ubrigens wird Glykokoll von frischem Leber- und Nierenbrei wu 
-schnitten ebenfalls nicht oxydiert. 
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Doch auch von den racemisierten Aminosiuren wurden keines- 







































ton- 
der EF wegs alle abgebaut; d,l-Lysin iiberhaupt nicht, das nach noch nicht 
» an & veroffentlichten Versuchen ebenso unter der Kinwirkung von Leber- 


‘die @ und Nierenschnitten intakt bleibt. dl-Serin wird praktisch kaum 
verindert; nach F. Knoop und Mitarbeitern’) scheinen sich die 
Oxyaminosiuren tiberhaupt ganz anders zu verhalten und nach 
dem Schema der f-Oxydation abgebaut zu werden. d,l-Arginin 

— — wird nur sehr schlecht angegriffen, ebenso Histidin, bei dem aber 

| EB das Verhaltnis von Sauerstoffverbrauch zu Ammoniakbildung den 

geforderten Wert hat. Auffallenderweise wird d,l-Glutaminsiure 
zous fF nur sehr wenig veraindert, wahrend die d-Komponente der d,l-Aspa- 
raginsiiure leicht und vollstindig oxydiert wird. So weit aber jene 
abgebaut wird, geschieht es in der tiblichen Form, auf 1 Atom 

; [ yerbrauchten Sauerstoff entsteht ungefaihr 1 Mol Ammoniak. 

Rasch und vollstindig werden dagegen desaminiert d-Alanin | 
und die d-Komponenten folgender racemisierter Aminosauren: Valin, 
Aminobuttersdure, Norleucin, Asparaginsdure, Phenylalanin, Tyrosin 
und Dioxyphenylalanin, also die einfachen Monoamino-monocarbon- 
siiuren und die aromatischen Derivate des Alanins. d,l-Tryptophan 
3 haben wir noch nicht gepriift. d,l-Leucin wird langsam und un- 
vollstindig desaminiert; immerhin konnten wir auch in diesen 
Versuchen das Dinitrophenylhydrazon der «- Ketoisocapronsiure 
isolieren. 

Abgesehen von der Asparaginsiiure und dem Dioxyphenyl- | 
alanin wurde stets auf 1 Mol d-Aminosiure 1 Atom Sauerstoff ver- | 
braucht, 1 Mol Ammoniak abgespalten und konnte das Dinitro- L | 
, phenylhydrazon der a@-Ketonsiiuren in guter Ausbeute isoliert | 
werden. | | 

Bei der Asparaginsiure, und nur bei ihr, ging in einigen | | 
Versuchen (vgl. den experimentellen Teil) die Oxydation weiter | 
und erreichte fast ein ganzes Mol Sauerstofi. Als Ketonsiure 
sollte zuniichst Oxalessigsiiure entstehen; sie zerfaillt aber sehr 
leicht in Kohlendioxyd und Brenztraubensiure. Wir haben auch 
nur diese isolieren kénnen. Die Zersetzung tritt bereits wahrend 
ab- f des Versuches selbst und nicht erst bei der Aufarbeitung ein; 
Jen f denn in groBen Ansitzen lieB sich die gleichzeitig gebildete | 
ung § Kohlensiure nachweisen. Es ist nun nicht wabhrscheinlich, daB 
ure, f der vermehrte Verbrauch an Sauerstoff von einer weiteren Oxy- | 
‘ig. f dation der Brenztraubensiure kommt. Wir hitten dann in den 
und f Versuchen mit d-Alanin ebenfalls eine gréBere Atmung finden By 

miissen. In Versuchen, die mit dem gleichen Extrakt angesetzt | 

9* 
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waren, verzehrte d,l-Asparaginsdure nur immer gleich viel Sauer. 
stoff, entweder stets 1 Atom oder stets mehr als 1 Atom. Jie 
Ursache fiir die verstirkte Atmung muB also in den Extraktey 
gesucht werden. Vielleicht list die Oxalessigsiure im Sinne de; 
Theorie von A. v. Szent-Gyérgyi’®?4) die Oxydation andere 
Substanzen aus, die manchmal in dem Extrakt enthalten sind 
und manchmal nicht. 

Das Dioxyphenylalanin verbraucht ebenfalls fast ein ganzeg 
Mol Sauerstoff, wovon das eine Atom fiir die Desaminierung be. 
nétigt wird, und das andere der Oxydation am Kern dient [vg], 
D. Keilin und E. F. Hartree®)). 

Die Wirksamkeit des Nierenextraktes ist nicht auf die 
d-Aminosiuren beschrinkt, sondern erstreckt sich auch noch auf 
einige Amine; wir priiften Colamin, Putrescin, Cadaverin, Agmatin 
und Tyramin. Nicht angegriffen wurden Colamin und Tyramin, 
das jedoch von Leberbrei*) abgebaut wird, nur sehr schwer Ag. 
matin. Die beiden Diamine Putrescin und Cadaverin wurden 
leicht oxydiert; sie verbrauchten je nach den Versuchsbedingungen 
1—2 Atome Sauerstoff und entwickelten 1 Mol Ammoniak pro Mol 
Diamin. Es wurden also stets nur 50°/, des Aminostickstofis in 
Form von Ammoniak gefunden. Das Verhiltnis der verzehrten 
Sauerstoffatome zu den frei gewordenen Ammoniakmolekiilen 
schwankte zwischen 1:1 und 2:1. Kine der beiden Aminogruppen 
wird bevorzugt angegriffen und in einigen Fallen, namentlich 
beim Cadaverin, muB die Oxydation iiber den zunichst gebildeten 
Aldehyd weiter gehen, wahrscheinlich zur y-Aminobuttersiure 
bzw. zur 0-Aminovaleriansiure, die aber noch nicht isoliert wurden. 
Die Resultate der Aminversuche sind in der nachstehenden Tabelle 


enthalten. 
Abbau von Aminen durch Nierenextrakt 























, O,-Verbrauch. - Mol NH, pro 
Amine Atome pro Mol Amin Mol far 
Putrescin. .... 0,9—1,4 0,5—1 
Cadaverin. .... 0,6—1,9 0,4—1 
Ameen... . sss 0,7—0,9 0,4—0,6 
Colamin ..... 0 0 
ayremin . . ws. 0 0 








Wir haben keine Versuche dariiber angestellt, ob die d-Amin0- 
siiureoxydase identisch ist mit dem Ferment, welches die Amine 
abbaut. In der Diskussion, welche im Anachilu® an die Mitteilung 
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unserer Befunde auf dem 16. Internationalen Physiologenkongreb 


entstand, wies KE. A. Zeller darauf hin, da nach seinen Ver- 
suchen, die inzwischen ausfiihrlich erschienen sind}*) 2 Fermente 


yorliegen. Er bezeichnet das Ferment, welches die Amine ab- 


haut, als Diaminoxydase. 

Wahrscheinlich kommt dieses Ferment, auBer in der Niere 
der Saugetiere, noch in anderen Organen und bei anderen Tieren 
yor. Es ist wohl nicht ausgeschlossen, daB die y-Aminobutter- 
siure und ihr Betain, welches von D. Ackermann’) isoliert 
worden ist, der Wirkung dieses Ferments auf Putrescin ihre 
Entstehung verdanken. 


Experimenteller Teil 


Bereitung des Nierenextrakts. Frische Schweineniere wurde 
in der Latapie- Mihle zerkleinert, der Brei je 2mal mit der 5fachen Menge 
Aceton und Ather verrieben, scharf abgesaugt und im Vakuumexsiccator 
von den letzten Atherresten befreit. Im Eisschrank aufbewahrt, behielt 
das Pulver mehrere Monate seine Wirksamkeit. Zur Bereitung des Ex- 
trakts wurde es mit der 10fachen Menge m/15-Phosphatpuffer von py 7,6 
1, Stunde geschiittelt und zentrifugiert. Die iiberstehende Flissigkeit war 
gefiirbt, aber vollkommen klar. Sie behielt ihre Aktivitaét nicht lange und 
wurde deswegen fiir jeden Versuch neu hergestellt. 

Der Sauerstoffverbrauch wurde in den Warburg-Manometern ge- 
messen. Die ReaktionsgefiBe besaBen die iibliche flache Form und trugen 
seitlich, durch einen Schliff verbunden, kleine Retorten fiir die Amino- 
siurelésung, welche nach Temperaturausgleich durch Drehen in den Reak- 
tionsraum entleert wurden. Die AbsorptionsgefiBe fiir die Kalilauge waren 
in der Mitte unter dem Schliff fiir das Manometer angeschmolzen. Die 
ReaktionsgefaiBe wurden mit den Manometern durch einen Helmschliff ver- 


* bunden. Das Volumen des Reaktionsraums betrug bis zur Marke 20 der 


Manometer im Durchschnitt 27 cem. 

Fiir einen Versuch wurden 4 Haupt- und 2 Leerversuche angesetzt, 
und zwar stets zwei Versuche mit der natiirlichen Aminosiure und zwei 
mit inrem Racemat oder optischen Antipoden. In jedes GefaiB wurden 
3ccm Nierenextrakt pipettiert und in die AbsorptionsgefiSe fiir Kohlen- 
sure 0,3eem 10°/,ige Kalilauge. Bei den Hauptversuchen kamen in die 
seitlichen Retorten 2 cem m/15-Phosphatpuffer (p,,=7,6), worin 10—20 mg 
Aminosiiure oder in den spiiteren Versuchen Amin gelést waren. Fiir die 
Leerversuche wurden die Retorten nur mit 2ccm Pufferlésung beschickt. 
Zur Konservierung wurden dem Reaktionsgemisch noch einige Kérnchen 
Thymol zugesetzt. Dann wurden die GefiBe mit Sauerstoff durchstrémt 
und in den Thermostaten gehingt. Nachdem die Temperatur ausgeglichen 
War, wurden die Retorten entleert, die Manometer auf die Marke 20 ein- 
gestellt und dann alle 15—30 Minuten ihr Stand notiert. 


Die Leerversuche verzehrten nur sehr wenig, meist iiber- 
haupt keinen Sauerstoff, die Hauptversuche je nach dem Substrat 
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mehr oder weniger oder auch keinen. Die Versuche dauertey 
im allgemeinen 3—5 Stunden, manchmal, wenn die Atmung seh; 
langsam war, auch linger, aber nie iiber 8Stunden. Innerhal) 
dieser Zeit naherte sich die Differenz zwischen Haupt- und Leer. 
versuchen einem bestimmten Endwerte. Bei den sehr langsay 
oxydierten Substanzen konnte der vollstiindige Abbau nicht inner. 
halb der oben angegebenen Zeiten erreicht werden. 


Nach dem AbschluB der Versuche wurde das Reaktionsgemisch quanti. 
tativ in ein 50 cem-MeBkélbchen iibergefiihrt, zur EnteiweiBung mit 5 com 
einer 10°/,igen Trichloressigsiure-Salzsiurelésung versetzt und iiber Nacht 
stehen gelassen. Dann wurde zur Marke aufgefillt, filtriert und in aji- 
quoten Teilen des Filtrates das Ammoniak bestimmt und die Ketonsiiure 
titriert. 

Fiir die Bestimmung des Ammoniaks wurden 25cem des Filtrates 
iiber Magnesiumoxyd im Vakuum in n/100-H,SO, bei 30—40° destilliert, 

Fir die Titration der Ketonsiuren wurden 10 cem des F'ltrates 
mit Natronlauge genau neutralisiert und mit 10 cem einer 0,1°/, igen Natrium- 
bisulfitlésung versetzt. Nach 10 Minuten wurde das iiberschiissige Bisulfit 
mit einer ungefihr n/10-Jodlésung entfernt, dann die Ketosiure—Bisultt- 
verbindung mit etwas festem Borax gespalten und das nun frei gewordene 
Bisulfit mit n/200-Jodlésung genau titriert. Diese Bestimmung verliutft 
zwar nicht immer ganz quantitativ, reicht aber immerhin aus, etwa auf. 
getretene Ketosiure nachzuweisen. 

In den Versuchen mit Dioxyphenylalanin kann dieses Verfahren nicht 
angewendet werden, da es selbst schon Jod verbraucht. 

Fiir die Isolierung der Ketosiuren als 2,4-Dinitrophenylhydra- 
zone fiihrten wir GroBversuche in der Apparatur aus, die in unserer 
friiheren Arbeit beschrieben ist’). 250—5v0 mg racemische Aminosiiure 
wurden mit 50 ccm Nierenextrakt abgebaut und daneben ein Leerversuch 
mit Nierenextrakt allein ausgefiihrt. Nach Abschlu8 der Atmung wurden 
Haupt- und Leerversuch mit 50 ccm _ Trichloressigsiure—Salzsiiure eut- 
eiweiBt, iiber Nacht stehen gelassen, filtriert und das klare Filtrat wit 
50 cem einer gesittigten Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2n-Salz- 
siure versetzt. Im Leerversuch trat dabei stets nur eine ganz schwache 
Triibung auf, die sich auch nach lingerem Stehen in der Kiilte nicht ab- 
filtrieren lieB. Im Hauptversuch schieden sich dagegen sofort feine, gelbe 
Krystalle aus, die sich schon nach kurzem Stehen auf Eis in grobeu 
Flocken absetzten. Der Niederschlag wurde auf einer gewogenen (las- 
filternutsche gesammelt, mit Eiswasser gewaschen und im Exsiccator g*- 
trocknet. Nachdem die Ausbeute bestimmt war, wurden die Hydrazoue 
aus verdiinntem Alkohol, das der Brenztraubensiure aus Essigester, wl: 
krystallisiert und durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identifiziert. 
Die Ausbeuten sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. 


Es wurde bereits hervorgehoben, daB beim Abbau vol 
d,l-Asparaginsaure durch Nierenextrakt Kohlensiiure frei wi'l. 
Zum Beleg geben wir auf der folgenden Seite einen Versuch wiede?. 
Die Kohlensiure wurde nach dem friiberen Verfahren 5) bestimmt. 
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Isolierung der Ketosd&uren als 2,4-Dinitrophenylhydrazone 


























Ansatz Ausbeute Schmelzp. 

500 mg d,l-Alanin . . . . .|430mg Brenztraubensiiure . . . 216° 
500 mg d,l-Leucin . . . . .{370 mg Ketoisocapronsiiure .. .}| 155° 
500 mg d,l-Norleucin . . . .|140mg Ketocapronsiiure ... .| 148° 
500 mg d,l-Asparaginsiure .| 486mg Brenztraubensiiure. . . .| 216° 
500 mg d,l-Aminobuttersiure {548 mg Ketobuttersiiure . . .| 201° 
500 mg d, l-Valin. . .. . .|591 mg Dimethylbrenztraubens. -| 195° 
250mg d- ‘Phenylalanin . . -|850mg Phenylbrenztraubensiiure .| 189° 
250mg d,l-Tyrosin. . . 190 mg p-Oxyphenylbrenztraubens.}| 159° 
500 mg d,1- Dioxyphenylalanin 140 mg Dioxypheny|lbrenztraubens. _ 


500 mg d,l-Asparaginsiure verbrauchten, mit 50 cem Nierenextrakt ge- 
mischt, 20,64 cem O, (reduz.) = 0,99 Atome O, pro Mol d- Asparaginsiure. 
Der Leerversuch verbrauchte keinen Sauerstoff. Bei der Bestimmung der 
Kohlensiiure wurden im Hauptversuch 37,03 ccm n/10-Ba(OH), und im Leer- 
versuch 2,00 cem n/10-Ba(OH), verbraucht; Differenz: 35,03 cem n/10-Ba(OH), 
= 17,1mg CO, = 0,93 Mol CO, pro Mol d-Asparaginsiure. 

Die Ergebnisse in der Bestimmung des Sauerstofiverbrauchs 
und der Bildung von Ammoniak, sowie der Titration der Keto- 
siuren sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengestellt. Die 
Zahlen sind stets Mittelwerte aus zwei Parallelversuchen und 
geben gleich die Differenz zwischen Haupt- und Leerversuch. 


























mg emm | Atome | mg ecm n_n/200- J) .. mg 
nm Alanin 

20 | 0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 
d-Alanin 

10 1230 | 0,98 2,052 40,40 | 8,915 

LQ 1170 0,93 2,044 38,50 8,500 
d,l-Serin 

20 386 | 0,36 0,161 2,50 0,650 

20 370 0,35 0,183 2,60 0,676 

d,l-a-Aminobuttersiure 

10 249 | 0,46 0,368 7,00 | 1,785 

10 261 | 0,48 0,361 6,80 1,733 

20 888 0,82 1,380 20,25 5,170 

20 895 0,83 1,376 18,30 4,670 

a-Aminoisobuttersiiure 
10 9 0,01 0,017 0,50 0,128 
10 23 0,02 0,005 0,75 0,191 
1-Valin 
10 3 0,00 0,000 0,25 0,073 
0,000 
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Aminosaure O,-Verbrauch NH, Ketosiure 
mg emm Atome mg ecm n/200-J | mg 
d,l-Valin 
10 217 | 0,462 0,426 3,50 | 1,017 
10 217 | 0,462 0,368 3,55 | 1,080 
20 918 0,96 1,456 15,35 | 4,450 
20 935 | 0,98 1,446 14,75 4,280 
1-Leucin 
20 43 0,05 0,054 0,75 0,244 
20 47 0,06 0,064 0,80 0,260 
d,l-Leucin 
20 542 0,41 0,448 9,43 | 3,060 
20 546 0,42 0,455 9,65 | 3,140 
d,l-Norleucin 
20 904 1,06 1,348 15,70 | 5,100 
20 989 1,15 1,316 15,70 | Dd, 100 
l-Asparaginsdure 
10 0 0,0 0,0 0,05 0,00 
10 0 0,0 0,0 0,00 | 0,00 
d,l-Asparaginsiure 
10 631 1,50 0,647 11,70 2,578 
10 643 1,53 0,607 11,75 2.585 
10 585 1,39 0,641 11,40 | 2,510 
10 613 1,46 0,644 12,35 | 2,720 
10 610 1,45 0,641 11,90 | 2,620 
11 456 0,99 0,681 12,35 | 2,720 
10 415 0,99 0,649 11,75 2,590 
1-Glutaminsdure 
10 | 1 0,00 0,00 0,00 | 0,00 
d,l-Glutaminsiiure 
10 55 0,15 0,058 2,25 0,822 
11 57 0,14 0,075 2,00 0,730 
]-Phenylalanin 
1 | oO | 0, 0,0 00 | 0,0 
d,l-Phenylalanin 
10 | 385 0,99 0,510 10,50 | 4,220 
1-Tyrosin 
4 | 0 | 00 0,0 0,0 0,0 
d,l-Tyrosin 
4 | 126 | 1,02 0,357 331 | 1,49 
1-Dioxyphenylalanin 
10 34 | 0,06 0,004 _ | — 
10 60 | 0,11 0,000 — “ 
10 13 | 0,01 0,007 _ | ~ 


















































Zur Spezifitit der d-Aminosiureoxydase 




































































O,-Verbrauch NH, Ketosiure 
| mg cmm | Atome mg eem n/200-J | mg 
d,l-Dioxyphenylalanin 
10 457 | 1,61 0,314 i 2 wa 
10 461 | 1,62 0,307 ~ | iim 
10 343 | (1,20 0,390 a a 
l-Histidin 
10 0 0,0 0,0 _ om 
10 0 0,0 0,0 — oni 
d,l-Histidin 
10 93 0,32 0,126 nie - 
10 77 0,26 0,058 — _ 
1-Arginin 
10 0 00 | 00 _ ts 
d,l-Arginin 
10 90 0,44 0,086 i | oe 
10 87 0,42 0,049 _ | _ 
10 109 0,53 0,053 —_ | — 
1-Lysin 
10 0 | . 6 | 0,0 | — — 
d,l-Lysin 
10 0 00 | 0,0 _ a 
Putrescin 
10 635 | 0,92 0,510 — | - 
10 619 | 0,89 0,496 - Ju 
10 820 | 1,20 1,066 — — 
10 892 | 1,30 1,098 ~ at 
4 392 |S 1,41 0,484 -— — 
Cadaverin 
10 407 0,64 0,385 - aa 
10 421 0,66 0,372 - Suis 
10 1112 1,75 0,901 — ames 
10 1040 1,63 0,891 — — 
10 1211 1,90 0,689 — - 
10 1201 1,87 0,643 os in 
4 366 1,43 0,898 ~ ne 
4 368 1,44 0,385 _ — 
Agmatin 
10 379 0,77 0,349 i ~~ 
10 434 0.89 0,330 — ~ 
10 366 0,75 0,443 " — 
10 339 0,69 0,459 — 
Colamin 
10 0 0,0 | 0,0 | — = 
Tyramin 
10 0 00 | 0,0 | te ne 
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Zusammenfassung 


Ks werden Versuche beschrieben, welche die Spezifitit der 


d-Aminosiureoxydase naher abgrenzen. 

Sie baut nur optische Antipoden der natiirlichen Aminosiuren 
ab; besonders leicht d-Alanin, d-Valin, d-Aminobuttersiure, d-Nor- 
leucin, d-Asparaginsiure, d-Phenylalanin, d-Tyrosin und d-Dioxy. 
phenylalanin; d-Leucin und d-Glutaminsiure nur langsam und 
unvollstandig; kaum d-Arginin und d-Serin; tiberhaupt nicht Glyko- 
koll und d-Lysin. 

Der Nierenextrakt oxydiert auch Putrescin und Cadaverin 
unter Abspaltung von je einem Molekiil Ammoniak zu den ent- 
sprechenden Aldehyden und teilweise noch dariiber hinaus walvr- 
scheinlich zu y-Aminobuttersiure und 06-Aminovaleriansiiure. 
Agmatin wird auch, aber weniger leicht, abgebaut. Es verbraucht 
nicht ganz 1 Atom Sauerstoff und entwickelt nicht ganz 1 Molekiil 
Ammoniak. Colamin und Tyramin werden vom Nierenextrakt nicht 
angegriffen. 
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Uber die Verteilung der Lipase und Arginase 

zwischen Zelikern und Protoplasma der Leber 
Von 

M. Behrens 


Mit 1 Figur im Text 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét GieBen) 


~ 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1938) 


Die chemische Untersuchung eines Organes oder Gewebes 
erstreckt sich im allgemeinen auf das gesamte Organ oder Ge- 
webe. Kine Zuteilung der gefundenen Substanzen auf die histo- 
logischen Komponenten ist, abgesehen von den Fallen, in denen 
mit Messer oder Schere eine Aufteilung méglich ist, wie bei der 
Nebenniere und Hypophyse, nur selten mit Sicherheit méglich. 
Zahlreich sind die Versuche, eine Lokalisation der Substanzen in 
den Geweben vorzunehmen. LEinige Erfolge erzielt die von den 
Histologen entwickelte Histochemie. Jedoch sind ihre Ergebnisse 
auBerordentlich sparlich, gemessen an unserer Kenntnis der chemi- 
schen Zusammensetzung ganzer Organe. Der Histochemie stehen 
von allen chemischen Methoden nur die Farb- und Fiallungsreak- 
tionen und von diesen nur ein kleiner Teil zur Verfiigung. Ihre 
Ergebnisse sind auBerdem immer nur qualitativer und nie quanti- 
tativer Art. In neuerer Zeit hat Linderstrém-Lang!) versucht, 
in geeigneten Fallen die quantitative Untersuchungstechnik der 
Chemie durch entsprechende Verkleinerung der Methodik fiir histo- 
chemische Zwecke einzusetzen. Die Anwendungsmdglichkeiten 
dieses Verfahrens sind auBSerordentlich gering. Die wenigsten 
chemischen Methoden vertragen eine derartige Verkleinerung, und 
auch dann ist das Verfahren nur bei relativ groBen histologischen 
Objekten anwendbar. Aussichtsreicher erscheint der schon 1868 
von Miescher eingeschlagene Weg, durch Zerstéren eines Ge- 
webebestandteils den andern zu gewinnen. Er zerstérte durch 
eine milde Hydrolyse das Protoplasma von Literzellen und ge- 
wann so Zellkerne. Fast alle unsere chemischen Kenntnisse iiber 
den Zellkern (Nucleinsiiuren, Nucleoproteide) gehen auf Mieschers 





') Linderstrém-Lang u. Holter, Erg. Enzymforsch. 3, 309 (1934). 
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Versuche oder dhnliche Isolierungen zuriick. Wenn unsere chemi- 
schen Kenntnisse iiber den Zellkern trotzdem keine sehr weit. 
gehenden sind, so liegt das daran, daB es seither nicht méglich 
war, unveranderte Zellkerne darzusiellen. Alle Isolierungen wurden 
in wabrigem Milieu ausgefihrt, zum Teil sogar unter Anwendung 
von Saduren oder Laugen. Alle wasserléslichen Verbindungen 
werden dabei ausgelaugt, andere veriindert. Nicht die urspriing- 
lichen Zellkerne, sondern nur deren widerstandsfaihigste Reste 
standen der chemischen Untersuchung zur Verfiigung. 

Wir haben nun ein Trennungsverfahren’) ausgearbeitet, das 
das wiBrige Milieu vermeidet und fast unverainderte Zellkerne zu 
gewinnen gestattet, so daB weitergehende Untersuchungen iiber 
die chemische Zusammensetzung des Zellkerns méglich geworden 
sind. Unsere Methode bietet dariiber hinaus noch den Vorteil, 
auch kernfreies Protoplasma zu isolieren, und so auch dieses erst- 
malig der chemischen Untersuchung zuzufiihren. Welche Be- 
deutung der Zerlegung eines Gewebes in Kern und Protoplasma 
zukommt, konnten wir kiirzlich bei der Entscheidung der Frage, 
ob der Zellkern der Pflanze eine den Pflanzen eigentiimliche 
Nucleinsiure enthialt, zeigen?). Die Frage konnte im Widerspruch 
mit der iiblichen Anschauung dahin beantwortet werden, dai so- 
wohl tierische als auch pflanzliche Zellkerne die gleiche Nuclein- 
siure, die Thymonucleinsiure, enthalten. Weiter konnte der Nach- 
weis erbracht werden, daB die den Zellkernen der Pflanzen zu- 
geschriebene Hefenucleinsiure Bestandteil des Protoplasmas ist’); 
denn aus isolierten pflanzlichen Zellkernen lieB sich Thymonuclein- 
siure, aus Protoplasma Hefenucleinséure gewinnen. 

Nachdem nunmebr Protoplasma und Zellkern getrennt chemisch 
untersucht werden kénnen, besteht vorerst die Aufgabe, méglichst 
viel Material iiber die Verteilung der Substanzen oder Substanz- 
systeme (Fermente) zwischen beiden Bestandteilen der Zelle bei- 
zubringen. Erst nach umfangreichen Vorarbeiten dieser 
Art wird es méglich sein, iiber das bis heute vollkommen 
ungeklarte Problem der Rolle des Zellkerns im Stoff- 
wechsel der Zelle sich eine Vorstellung zu machen. Vor- 
liegende Arbeit bildet einen Beitrag zu dieser Aufgabe. Es wurde 
die Verteilung der Lipase und Arginase zwischen Kern und Proto- 
plasma der Leberzelle untersucht. Gegenstand der Untersuchung 





'!) Abderhaldens Hdb. d. biol. Arbeitsmethoden. Abt. V, Teil 19, 
S. 1363 (1938). 
2) Diese Z. 246, 203 (1987). 8) Diese Z. 258, 185 (1988). 
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pildeten die Lebern niichterner Meerschweinchen oder Kaninchen. 
Die Lebern niichterner Tiere wurden gewiahlt, da nur glykogen- 
arme Lebern sich nach unserer Methode in Kerne und Proto- 
plasma zerlegen lassen. Die Trennung wird namlich nach dem 
spezifischen Gewicht vorgenommen und ist méglich, da die Kerne 
in trocknem Zustand schwerer sind als glykogenarmes trockenes 
Protoplasma. Glykogenreiches Protoplasma dagegen wird durch 
das spezifisch schwere Glykogen so beschwert, daB es teilweise 
das gleiche oder ein héheres spezifisches Gewicht wie die Kerne 
erhiilt, so daB eine Trennung nach dem spezifischen Gewicht un- 
méglich ist. 


A. Lipase 


Die Lipasewirksamkeit wurde an der Tributyrinspaltung nach 
der stalagmometrischen Methode gemessen. Von einer Aktivierung 
wurde abgesehen. Untersucht wurden die einzelnen bei der Iso- 
lierung der Zellkerne anfallenden Fraktionen. Die verschiedenen 
histologischen Strukturen der Leber unterscheiden sich durch 
ihr spezifisches Gewicht. Bringt man eine Probe fein gemahlenen 
Pulvers von im vereisten Zustand getrockneter Leber in ein Zentri- 
fugenglas, in dem von unten nach oben stetig leichter werdende 
Mischungen von Tetrachlorkohlenstoff und Benzol iibereinander 
ceschichtet sind, und zentrifugiert, so zerlegt sich das Pulver in 
einzelne Komponenten, die sich durch das spezifische Gewicht 
unterscheiden, Jedes Teilchen des Pulvers kommt in der Zone 
zum Schweben, die das gleiche spezifische Gewicht hat. Man 
erhilt verschiedene Zonen, die mehr oder weniger einheitlichen 
histologischen Strukturen entsprechen. Oben sammeln sich die 
spezifischen, sehr leichten roten Blutkérperchen vermischt mit 
leichtem Protoplasma an. Die nach unten sich anschlieBenden 
Zonen werden spezifisch immer schwerer und haben folgende Zu- 
sammensetzung: 1. Protoplasma. 2. Protoplasmateilchen mit an- 
hingenden Kernteilen (protoplasmareiche Zelltriimmer) und Binde- 
gewebe. 3. Zelltriimmer. 4. Kernreiche Zelltriimmer. 5. Zell- 
kerne. Mit steigendem spezifischen Gewicht der Zonen wiichst 
deren Kernreichtum. Bei der eigentlichen Trennung erhalt man 
entsprechende Fraktionen. Im nachstehenden teilen wir einen 
von vielen gleichsinnig verlaufenen Versuchen mit. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB mit steigendem Kerngehalt 
der Fraktionen der Lipasewert der Fraktionen sinkt. Die Kern- 
fraktion selbst hat einen auBerordentlich geringen Lipasewert. 





a actrees 
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, Tropfenzahl 145] _. a 
Meerschweinchenleber mg ssiailin, iiiaibi Lipasewert"*) 
Protoplasma. ..... 0,5 24 4,2 : 
Protoplasmareiche Zell- 
trimmer + Bindegewebe ~~ - ” 
Zelitriimmer. ..... 2,0 21 1,2 
Kernreiche Zelltriimmer 6,0 20 0,4 
Welmerme . ww wt ss 8,0 27 0,2 


*) Als Einheit der Lipase bezeichnen wir die Menge, die in 50 Minuten eine 
50°/,ige Spaltung des Tributyrins (145 Tropfen) bewirkt. Der Lipase- 
wert ist die Zahl der Lipaseeinheiten eines Milligramm Gewebepulver, 


Er betragt weniger als 5°/, des Lipasewertes der Protoplasma- 
fraktion. Unter Beriicksichtigung des histologischen Bildes der 
Kernfraktionen sind wir zu der Annahme berechtigt, daf die 
Zellkerne lipasefrei sind und die gefundene Lipasewirksamkeit 
auf Verunreinigung mit Protoplasma zuriickzufiihren ist. Hundert- 
prozentig reine Kerne lassen sich naturgemi8 mit unserer Methode 
nicht gewinnen. Der gefundene Lipasegehalt gibt uns einen Mab- 
stab fiir die Reinheit unserer Kernfraktionen. Aus den Ver- 
suchen geht hervor, daB sich die Menge der Verunreinigungen 
auf weniger als 5°/, herabdriicken JaBt. Wollte man den Zell- 
kernen selbst einen geringen Lipasegehalt zuschreiben, so wiirde 
der Reinheitsgrad der Zellkerne ein noch hoéherer sein. 
Lipasebestimmung. Von den einzelnen Fraktionen wurden 10 mg 
mit 2 Tropfen Glycerin gut verriihrt und dann in 10 ccm Wasser gelist 
bzw. suspendiert. Von diesen Fermentlésungen wurden zu 50 cem ge- 
sittigter wiBriger Tributyrinlésung so viel Kubikzentimeter gegeben, dab 
der Ansatz ungefihr 2 Lipaseeinheiten enthielt. Durch Zusatz von 2 ccm 
1/, molarem Phosphatpuffer wurde ein p,;; von 7,0 hergestellt. Vor jeder 
Bestimmung wurde ein entsprechender Teil des Ansatzes filtriert. Zur 
Zihlung der Tropfen wurde ein automatischer Tropfenzdhler benutzt. Dieser 


gestattet es, 5 Ansiitze gleichzeitig unter Benutzung derselben Tropfpipette 
in Arbeit zu nehmen und alle 12 Minuten die Spaltung zu kontrollieren. 


B. Arginase 


Der Untersuchung der Verteilung der Arginase zwischen 
Zellkern und Protoplasma kam besondere Bedeutung zu. Wegeu 
des hohen Arginingehaltes des Zellkernes wird dieser in der 
Literatur hiufig mit der Arginase in Beziehung gebracht. So 
untersuchten Edlbacher und Koller’) nekrotische und _ nicht 





1) Diese Z. 227, 99 (19384). 
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nekrotische Teile von Jensenschen Rattensarkomen auf Arginase. 
Sowohl im nekrosefreien Tumorgewebe als auch in den nekro- 
tischen Teilen fanden sie reichlich Arginase. Das Vorhandensein 
der Arginase im intakten Tumorgewebe fiihren sie auf die Wachs- 
tumsvorgainge mit ihrer gesteigerten Zellkerntitigkeit zuriick. Den 
Arginasegehalt der nekrotischen Teile schreiben sie dem Abbau 
der Kernsubstanz zu. Im ruhenden Zellkern vermuten sie dagegen 
keine besondere Arginasewirksamkeit, da so kernreiche Organe 
wie die Milz und der Thymus die Arginase nur in Spuren ent- 
halten. H. Bayerle und Mitarbeiter!) studierten den Arginase- 
cehalt kiinstlich erzeugter Nekrosen und fanden im Verlauf der 
Nekrotisierung eine wachsende Arginasewirksamkeit, die eine 
sewisse Parallelitat zum Zerfall der Zellkerne aufweist. Sie 
diskutieren anschlieBend die Frage, ob die gesteigerte Wirksam- 
keit der Arginase am Anfang der nekrotischen Prozesse der 
Ausdruck einer aktiven Beteiligung des Enzyms an Umbau- 
vorgiingen in der Kernsubstanz ist, oder ob nicht vielmehr durch 
die Zerstérung der Zellkerne in diesem Stadium normalerweise 
an den Kern gebundene Arginase frei wird. Wiahrend also 
Kdlbacher und Koller fiir den ruhenden Zellkern keinen be- 
sonderen Arginasegehalt annehmen, halten es Bayerle und Mit- 
arbeiter fiir méglich, daB auch der ruhende Zellkern arginase- 
haltig sei. Es konnte nun an einem Beispiel der Beweis er- 
bracht werden, daB auch der ruhende Zellkern Arginase enthalten 
kann. Wir konnten in isolierten Zellkernen der Lebern von 
Kaninchen einen hohen Arginasegehalt nachweisen. Wir fanden 
in isolierten Zellkernen und isoliertem Protoplasma 
praktisch den gleichen Arginasegehalt. Diesen Befund 
michten wir nicht verallgemeinern fiir alle Zellkerne, dazu bedarf 
es noch weiterer Untersuchungen, denn in Thymus- und Herz- 
kernen konnten wir keine Arginase nachweisen, was der Annahme 
Kdlbachers und Kollers entsprechen wiirde. Allerdings handelte 
es sich dabei um Jahre alte Priiparate. Die Versuche miissen 
noch wiederholt werden. 

Arginasebestimmung. Die Arginase wurde nach der von 
Edlbacher*) angegebenen Ureasemethode bestimmt. Aktivierende Zusitze 
wurden nicht angewandt. 

Ansatz. Protoplasma bzw. Kerne 10mg, Glycerin zum Anteigen 
2 Tropfen, Glykokollpuffer yom py 9,0 2cem, 2°/,ige Arginincarbonat- 
losung 2cem. Das Ganze kam 1 Stunde in ein Wasserbad von 39° und 


') Diese Z. 243, 227 (1936). 2) Diese Z. 148, 264 (1925). 
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nach Ansiuern mit Schwefelsiure fiir 10 Minuten in ein siedendes Wasser. 
bad. Nach Zusatz von 1 Tropfen Universalindicator (Merck) wurde neutralj- 
siert, 3cem Phosphatpuffer vom py; 7,0 zugegeben und der Ansatz fir 
15 Minuten in ein Wasserbad von 39° gestellt. Das gebildete Ammoniak 
wurde in einer evakuierten Apparatur, deren Konstruktion aus folgender 
Figur hervorgeht, destilliert. 

Wichtig ist der sich in dem Destillationsgefi8 D befindliche Glas. 
teil Gl. Oben befindet sich eine tellerférmige Verbreiterung, auf die yor 
dem Zusammensetzen des Apparates festes Natriumhydroxyd gebracht wird, 





Das untere Ende bildet ein oben geschlossenes und unten offenes Glasrohr. 
Dieses verhindert den sonst nicht zu vermeidenden Siedeverzug, wodurch 
die Destillation wesentlich beschleunigt wird. Es erméglicht, die gesamte 
Flissigkeit in etwa 20 Minuten bei einer Temperaturdifferenz zwischen 
Siedekolben und Vorlage von nur 27° zu verdampfen. Nach dem Zusammen- 
setzen der Apparatur wird an einer Wasserstrahlpumpe gut evakuiert und 
der Hahn geschlossen. Der Siedekolben kommt in ein Wasserbad von 39°, 
die Vorlage in ein Wasserbad von flieBendem Leitungswasser. 


In nachstehender Tabelle geben wir die der Argininspaltung 
entsprechende Menge 0,02n-Schwefelsiure in Kubikzentimetern 
fir je 10 mg Kern- und Protoplasmapulver (gewonnen aus Lebern 
niichterner Kaninchen) wieder. 





























i Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 
cem cem ecm 
Protoplasma ..... 8,71 8,60 9,29 
i Ee 8,11 7,96 9,28 


Die Untersuchungen iiber die Verteilung von Substanzen aul 


Kern und Protoplasma werden fortgesetzt. 


Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der William- 
G. Kerckhoff-Stiftung zu Bad-Nauheim. 
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Inositmonophosphorsaure, 
ein Spaltprodukt der Sojabohnenphosphatide 


(14. Mitteilung iiber Phosphatide’)] 
Von 
E. Klenk und R. Sakai 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Kéln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Januar 1939) 


Als Phosphatidbaustein wurde Inosit von R. J. Anderson 
und Mitarbeitern?) in den, durch ihre Eigenart besonders aus- 
gezeichneten, Bakterienphosphatiden angetroffen. Die Substanz 
fand sich hier in einem teils phosphorhaltigen, teils phosphor- 
freien Polysaccharid, das aus dem Phosphatid durch Abspaltung 
der Fettsiuren zu erhalten ist. Soeben berichten J. Cason und 
k. J. Anderson’), daB sie aus einem derartigen phosphorhaltigen 
Kohlenhydratkomplex in sehr geringen Mengen Inositmonophos- 
phorsiure als Bariumsalz gewonnen haben. Doch fehlt noch eine 
genauere Charakterisierung der Substanz. 

Uber das Vorkommen des Inosits in Phosphatiden anderer 
Herkunft war bis jetzt noch nichts bekannt. Was im besonderen 
die Sojabohnenphosphatide betrifft, so sollen diese nach Unter- 
suchungen von P. A. Levene und J. R. Rolf*) sowie von B.Suzuki 
und H. Nishimoto ) im wesentlichen aus Lecithin und Cephalin 
bestehen. Im folgenden wird die Gewinnung der Inositmono- 
phosphorsiiure aus der Cephalinfraktion beschrieben. 

Als Ausgangsmaterial diente kiufliches Pflanzenphosphatid 
(Lecithin aus Pflanzen) der Firma Merck. Das Rohphosphatid 
reinigte man zundchst durch wiederholtes Umfillen mit Aceton 


') Diese Z. 244, 203 (1936). 
*) R. J. Anderson, J. Amer. Chem. Soc. 52, 1607 (1930); R. J. Ander- 
son, W.C. Lothrop u. M.M.Craighton, J. of Biol. Chem. 126, 299 (1938), 
*) J. of Biol. Chem. 126, 527 (1938). 
‘) J. of Biol. Chem. 68, 285 (1926). 
*) Proc. Imp. Acad. (Japan) 6, 262 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 
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aus der dtherischen Lésung. AnschlieBend wurden wasserlisliche 
Verunreinigungen nach der Methode von H. Mac Lean®) dure} 
Emulgierung in Wasser und Fallung mit Aceton unter Zufiigung 
von etwas Kochsalz abgetrennt. Nach 3 maliger Wiederholung 
dieses Reinigungsprozesses léste man das durch Acetonbehandlung 
wasserfrei gemachte Phosphatid in Ather, zentrifugierte die un. 
gelisten Anteile ab und fallte aus der stark eingeengten ithe. 
rischen Lésung das Phosphatid wieder mit Aceton. Das Verfahrey 
wurde so lange wiederholt, bis die Substanz sich in Ather vollig 
klar léste. Aus 200g Rohphosphatid wurden auf diese Weise 
120 g des gereinigten Produkts erhalten. 

Dieses gereinigte Phosphatid trennte man dann in einen 
alkoholléslichen und einen alkoholunléslichen Anteil. Aus dem 
letzteren wurde die Cephalinfraktion durch Ausziehen mit warmem 
Kisessig und Fallung der gelésten Substanz durch Zugabe von 


viel Alkohol gewonnen. Ausbeute 44 g. 


0,0386, 0,0392 g Subst.: 0,1120, 0,1172 g Wiagek. (P- Bestimmung 
nach Embden). 

23,315, 20,430 mg Subst.: 1,15, 1,00 cem n/100-HCl (Mikro - Kjeldahl 
nach Preg)). 

0,0160, 0,0160 g Subst.: 0,10, 0,11 cem N, (20°, 766 mm) (Mikro-Amino- 
N-Bestimmung nach van Slyke). 

0,2645 g Subst.: 2,56 cem KMn0O,-Lésung*) [(Zuckerbestimmung nach 
H. Loening und H. Thierfelder’)]. 

0,0145, 0,0140 g Subst.: 2,61, 2,51 cem n/30-Na,8,0, [Glycerinbestim- 
mung nach G. Blix)]. 

*) 1ceem KMnO, = 10,3 mg Cu. 


P Gesamt-N Amino-N Glycerin Zucker (berechnet 
als Glucose) 


Gef. 32% 0,699,  0,85°, 9,23 %, 4,9 %/, 
3,3 0,69 0,39 9,15 
Der niedrige Aminostickstoffgehalt zeigt, daB in dem vorliegenden 


Phosphatidpriparat Cephalin nur in geringen Mengen vorhanden seit 
konnte. Das Verhiltnis P: N = 2:1 li8t darauf schlieBen, da8 ein Gemiseh 


von N-haltigen und N-freien Phosphatiden vorgelegen hat. 

Zur Spaltung wurden 20¢ dieser Phosphatidfraktion 12 Stdb. 
mit 200cem 2°/,iger Salzsiure am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
dem Abfiltrieren der auf der Fliissigkeit schwimmenden, beil! 
Abkiihlen zur festen Masse erstarrenden Fettsiuren (10 g), englé 





6) Biochemic. J. 6, 355 (1912). 7) Diese Z. 77, 202 (1912). 
6) Mikrochim. Acta (O.) 1, 75 (1987). 
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man die Lésung im Vakuum auf dem Wasserbad stark ein. Nach 
Zugabe von Alkohol fiel ein farbloser Sirup aus, tiber dem nach 
einigem Stehen noch geringe Mengen (0,05 g) eines festen Nieder- 
schlags sich absetzten. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde zu- 
sammen mit dem festen Niederschlag abgegossen und der letztere 
dann durch Filtration abgetrennt. 


Fester Niederschlag. Die Substanz wurde in wenig Wasser gelést. 
Beim Versetzen mit viel Alkohol fiel nach einigem Stehen Inosit in groBen 
Nadeln aus. Zur volligen Reinigung wurde nochmals in derselben Weise 
umkrystallisiert. Schmelzp. 220—221°. Die Substanz gab die Inositreaktion 
nach Scherer und reduzierte ammoniakalische Silberlésung unter Bildung 
eines Silberspiegels. 

Die wiBrig-alkoholische Lésung. Diese Lésung enthielt neben 
freier Phosphorsiure noch betrichtliche Mengen Glycerinphosphorsiure. 
Zu ihrer Abtrennung wurden, nach Abdestillieren des Alkohols im Vakuum, 
die Siiuren mit basischem Bleiacetat gefillt und die aus dem Bleinieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff wieder in Freiheit gesetzten Siuren durch 
Neutralisieren mit Barytwasser in die Bariumsalze iibergefiihrt. Die Menge 
des hierbei ausgefallenen Bariumphosphats betrug 2,5 g, die des aus der 
wibrigen Lésung mit Alkohol gefallten Bariumsalzes der Glycerinphosphor- 
sdure 2,5 g. 

0,0978, 0,0997 g Subst.: 0,0637, 0,0655 g BaSO,. — 0,0134, 0,0109 g 
Subst.: 0,12380, 0,1029 g Wigek. — 0,0131, 0,0113 g Subst.: 7,01, 6,05 cem 
n 30-Na,8,0,. 

C,H,0,PBa Ber. Ba 44,69 P 10,10 Glycerin 29,98 
Gef. ,, 38,3, 38,7 ,, 10,3, 10,5 » 27,4, 27,3. 
Kine reine Substanz lag demnach noch nicht vor. Doch lassen die 


Zahlen keinen Zweifel dariiber, daB es sich im wesentlichen um das Barium- 
salz der Glycerinphosphorsiiure gehandelt hat. 


Der nach Zugabe von Alkohol ausgefallene farblose Sirup 
erstarrte beim Trocknen im Exsiccator tiber Schwefelsiure zu 
einer weiBen, pulverisierbaren, jedoch sehr hygroskopischen Masse. 
2,7. g. Die Substanz ist stark phosphorhaltig und enthalt keinen 
Stickstoff. Die Trommersche Probe war schwach positiv. Bei 
der Zuckerbestimmung nach Bertrand ergab sich ein Zucker- 
gehalt von 6,2°/, (ber. als Glucose). 


0,0458 g Subst.: 0,56 cem KMn0O,-Lésung. 
1cem KMn0O, = 10,3 mg Cu. 


1g dieser Substanz wurde in 10 ccm Wasser gelést, mit 
basischem Bleiacetat versetzt, der abgesaugte Bleiniederschlag in 
Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach 
Abfiltrieren des Bleisulfids saugte man die waBrige Lésung im 
3* 
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Vakuum stark ein, und nahm wieder in viel Alkohol auf. kg 
fiel dabei ein amorpher, weifer Niederschlag (A) aus. Aus der 
alkoholischen Lésung wurde durch Abdampfen des Lisungsmittels 
im Vakuum ein farbloser, zahtliissiger Sirup erhalten, der bein 
Trocknen im Exsiccator iiber Schwefelsiure zu einer weifen 
amorphen Masse (B) erstarrte. 

A. 0,25 g. Hygroskopische Substanz, die in waBriger Lisung 
stark sauer reagiert. Sie ist in allen gebrauchlichen organischen 
Lésungsmitteln unléslich. Die Trommersche Probe ist negatiy, 
die Molischsche Probe schwach positiv. Beim Erhitzen in 
Capillarréhrchen blaht sich die Substanz bei 110° (Wassergehalt? 
auf und farbt sich bei héherer T'emperatur braun. 

0,0189, 0,0133 g Subst.: 0,1580, 0,1044 g Wiigek. — 0,0292, 0,0298 ¢ 
Subst.: 1,25, 1,27 cem n/10-NaOH. 

Gef. P 9,4, 8,8 Aquiv.-Gew. 284, 235. 


Spezifische Drehung. 0,2473 g Subst., in Wasser zu 10 cem gelist, 
o« = + 1,58° (im 2 dm-Rohr). 
(a]!® = + 31,9°% 


Bariumsalz. Das Salz wurde durch Neutralisation der wiibrigen 
Lésung der Siure mit Barytwasser dargestellt und durch Zugabe desselben 
Volumens Alkohol gefallt. Zur Reinigung fillte man das Salz noch einmal 
aus der wiBrigen Lésung mit Alkohol um. WeiBe, amorphe Substanz. 

0,0565 g Subst.: 0,0283 g BaSO,. — 0,0180, 0,0147 g Subst.: 0,0682, 
0,0804 g Wiaigek. — 0,0123, 0,0102 g Subst.: 0,34, 0,26 cem n/30-Na,S,0,. 

Gef. Ba 24,3 P 5,9, 6,1 Glycerin 1,38, 1,31. 


Zur Abspaltung der Phosphorsiure wurde das Bariumsalz in 
dem 50 fachen Volumen Wasser gelést und die Lésung mit dem 
50 fachen Volumen 10°/,iger Schwefelsiure versetzt. Nach Kut- 
fernung des gefallten Bariumsulfats kochte man 6 Stunden am 
RiickfluBkiihler. Die erkaltete Lisung neutralisierte man mit 
Barytwasser, filtrierte das ausgefillte Bariumsulfat und Bariun- 
phosphat ab und versetzte mit demselben Volumen Alkohol. Es 
entstand dabei nur ein geringer Niederschlag, so da nenneus- 
werte Mengen des ungespaltenen Ausgangsmaterials nicht mebr 
vorhanden sein konnten. Nach Abfiltrieren des Niedersclilags 
wurde die Lisung im Vakuum stark eingeengt. Durch Zugabe 
von viel Alkohol fiel ein weiBer Niederschlag aus, der aus wibrigell 
Alkohol umkrystallisiert wurde. Die Substanz scheidet sich dabei 
in grofen Nadeln ab. Die Inositreaktionen sind positiv. Beim 
Erhitzen im Capillarréhrchen war die Substanz bei 280° noch 
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 Schmelzp. 220°, 
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| nicht geschmolzen. Es diirfte sich hier vielleicht um Scyllit oder 
| um ein anderes Hexa-oxycyclohexan handeln. 


B. 0,4 g. In ihren Eigenschaften zeigt die Substanz groBe 
Xhnlichkeit mit A. Sie ist unldéslich in Methyl- und Athylalkohol, 
Xther, Aceton, Kisessig und Pyridin. Die Trommersche Probe 
ist negativ. Sie verhalt sich beim Erhitzen im Capillarréhrchen wie A. 

0,0201 g Subst.: 0,1782 g Wigek. — 0,0280, 0,0228 g Subst.: 1,81, 
1.43 cem n/10-NaOH. 

C.H,,0,P Ber. P 11,80 Aquiv.-Gew. 131,5 
Gef. ,, 9,9 9 155, 159. 


Der niedrige P-Wert und das hohe Aquivalentgewicht kénnte 


: davon herrithren, daB die sehr hygroskopische Substanz Wasser 


hartnickig festhalt. Die Werte wiirden fir C,H,,0,P-3H,O 
(ber. P 9,87 °/,, Aquiv.-Gew. 157) stimmen. 

Bariumsalz. Das Salz wurde in derselben Weise wie bei A 
dargestellt. WeiBe, amorphe Substanz. Zur Analyse wurde sie 
im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 

0,0807, 0,0865 g Subst.: 0,0441, 0,0471 g BaSO,. — 0,0144, 0,0128 g 
Subst.: 0,0942, 0,0889 g Wiagek. — 0,0104, 0,0090 g Subst.: 0,22, 0,18 cem 
n/30-Na,S, Og. 


C,H,,0,PBa-2H,O Ber. Ba 31,94 P 7,20 Glycerin 0 
Gef. ,, 32,1, 32,0 ,, 7,3, 7,3 » 1,0, 1,0. 


Brucinsalz. Aus einer wiBrigen Lésung des Bariumsalzes 
wurde das Barium mit Schwefelsiure unter Vermeidung eines 
Uberschusses entfernt und das ausgefallene Bariumsulfat ab- 
filtriert. Zum Filtrat gab man etwas mehr als die theoretische 
Menge Brucin hinzu, wobei sich die Base gréBtenteils léste. Nach 
dem Abfiltrieren des ungelist gebliebenen Brucins krystallisierte 
beim Zugeben von Aceton das Brucinsalz in feinen Nadeln aus. 


Schmelzp. 236°. 


0,0125, 0,0113 g Subst.: 0,0340, 0,0307 g Wagek. 
CyH,305P - (C,;HggN,0,)2 Ber. P 2,96 Gef. P 3,04, 3,01. 


Bei der Spaltung von 0,2 g des Bariumsalzes, die in der- 
selben Weise wie bei A erfolgte, nur daB insgesamt 40 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht wurde, erhielt man 43 mg einer in 
groben Nadeln krystallisierenden Substanz, welche die Inosit- 
reaktionen gab (Scherersche Probe und Reduktion einer ammo- 
niakalischen Silberlésung). Die Trommersche Probe war negativ. 
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5,168 mg Subst.: 7,565 mg CO,, 3,040 mg H,0. 


Gef. ,, 39,92 , 6,58. 


Die Substanz ist optisch inaktiv (0,0526 g Subst. in Wasser 


zu 1,85 ccm gelést; im 1 dm-Rohr « = + 0,00), 

Ks kann kein Zweifel bestehen, daB hier Inosit vorgelegey 
hat, und es spricht alles dafiir, daB es sich bei der Substanz B 
demnach um Inositmonophosphorsiure handelte. 


Die Natur der Substanz A muB8 vorliufig noch dahingestellt 
bleiben. Die vielleicht noch nicht ganz einheitliche Saure diirfie 
jedoch der Inositmonophosphorsiure recht nahe stehen. 


Ks ist anzunehmen, daB in dem urspriinglichen Phosphatid- 
priparat die Inositmonophosphorsiure mit héheren Fettsiiuren 
verestert war. Doch mu8 der endgiiltige Beweis fiir die Existenz 
dieser, bisher noch unbekannten Art von Phosphatiden durch 
deren Isolierung erbracht werden. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 
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Uropterinausscheidung’ 
beim gesunden und beim kranken Menschen 
Von 
W. Koschara und A. Hrubesch 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1939) 


Diese und eine Reihe folgender Arbeiten gehen von der 
Annahme aus, daB das Uropterin’?) ein Wirkstoff des mensch- 
lichen Kérpers ist. Wirkstoffe oder Biokatalysatoren wirken im 
Kérper als oder auf Fermente. Ziel ist, festzustellen, ob das 
Uropterin als prosthetische Gruppe einem Ferment zuzuordnen ist. 

Die Messung der Uropterinausscheidung bei gesunden und 
bei kranken Menschen war geeignet, Hinweise zu liefern auf die 
Funktion des Farbstoffs, wenn sich deutliche Unterschiede fest- 
stellen lieBen. Das ist der Fall. 

Wir teilen im folgenden Methode und Ergebnisse von Harn- 
analysen mit, die wir im Laufe eines Jahres bearbeitet haben, 


Methode 


Kine Analyse in biochemischen Substraten besteht aus An- 
reicherung und Messung. Je unspezifischer die zu messende Kigen- 
schaft, um so mehr muB angereichert werden und umgekebrt. Vor 
2 Jahren hat der eine von uns eine colorimetrische Methode zur 
Uropterinmessung mitgeteilt}). Sie ist unspezifisch und deshalb 
verbunden mit einem so komplizierten Anreicherungsverfahren, 
daB sich darauf eine Analyse nicht aufbauen labt. Wir bestimmen 
heute das Uropterin fluorometrisch und benutzen die starke und 
weitgehend spezifische Fluorescenz des Farbstoffs in Sodalésung. 
Die Fluorescenzmethode hat dann den Harn nur so weit auf- 
zuarbeiten, daB fluorescenzléschende Substanzen entfernt und 
Farbstoffe mit ahnlicher Fluorescenz in schwach alkalischem 
Medium ausgeschaltet werden. Die Aufarbeitung des Harns fir 
die Analyse schlieBt sich eng an die priparative Farbstoffgewinnung 
an, die Fluorescenzmessung geschieht in der iiblichen Weise mit 


') Diese Z. 240, 127 (1936). 2) Diese Z. 250, 161 (1937). 
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Stufenphotometer und Quarzlampe. Der Harn kann ohne Kop. 
servierungsmittel einige Tage stehen, bevor er zur Analyse komnt, 


Beispiel: 1 Liter Harn mit 10 ccm konzentrierter Salzsiure versetzep, 
Alkalischer Harn verlangt mehr Siure. Der Harn muB kongosauer reagieren, 
20 g Bleicherde XXF*) 5 Minuten mit dem sauren Harn verriihren. 15 \j- 
nuten stehen lassen, iiberstehende Liésung abgieBen, Schlamm auf einer 
9 em-Nutsche bei schwachem Vakuum absaugen, waschen mit 100 ccm 
n/10-Salzsiure. Zur Elution gibt man portionsweise 100 ccm 10°, iges 
Pyridin auf die Nutsche. Eluat im Vakuum unter Zusatz von Octylalkoho! 
auf 10—20 ecm einengen, den dabei fallenden Niederscblag abzentrifugieren 
und 1mal mit 7 cem Wasser waschen. Niederschlag (= Purinfraktion) mit 
7 cem n/1-Natronlauge verriihren und das Ungeléste mit 3 cem Lauge nach. 
behandeln. Die gesammelten Laugeextrakte eingieBen in 10 cem 2n heifer 
Salzsiure, erhitzen auf 60—80°, bis die Harnsiure durchkrystallisiert ist 
(2—3 Minuten) und erkalten lassen. Harnsiiure absaugen, mit Wasser waschen, 
das Filtrat auf 50 cem auffiillen, und es mit 2'/, g Bleicherde 1—2 Minuten 
schiitteln. Auf 6 cm-Nutsche absaugen, Bleicherde siurefrei waschen, auf 
der Nutsche eluieren mit 25 cem 5°/,iger Pyridinlésung und das Eluat mit 
Wasser auf 50 ccm auffiillen. 0,5 ccm dieser Lésung werden mit 9,5 ccm n/2- 
Sodalésung versetzt und gemessen. — Die Anreicherung bedingt Verluste, 
deren Héhe unbekannt ist. Die Uropterinwerte sind deshalb Minimalzahlen. 
Die Brauchbarkeit des Anreicherungsverfahrens ist durch Doppelbestim- 
mungen gesichert. 

Zur MeBanordnung ist folgendes zu sagen’): Stufenphotometer und 
Quarzlampe sind auf einem starken Brett starr verbunden, derart, dai das 
Stufenphotometer unmittelbar vor dem senkrechten Fenster der Lichtquelle 
steht. Das ultraviolette Licht passiert das Uviolglasfenster und strahlt in 
die MeBkiivette. Hinter der Kiivette befindet sich ein Euphosglas zum 
Herausfiltern des restlichen UV.-Lichtes. Wir messen mit dem Filter L,,. 
Zuniichst wurde als Standard eine Uropterinlésung benutzt. Da diese jedoch 
UV.-empfindlich ist, wihlten wir als Fluorescenzstandard das Uranglas von 
Carl Zeiss (Listen- Nr. 41452218). Es wird mit reinem Uropterin geeicht. 
Das Uranglas fluoresciert fiir unsere Zwecke zu stark. Deshalb schwiichen 
wir es dadurch, daB wir es im Kiivettenhalter des Stufenphotometers auf 
die Augenseite setzen, wihrend die zu messende Lésung in der 1 em-Kiivette 
auf der Lichtseite des Kiivettenhalters sich befindet. Unreine Farbstoti- 
lésungen, wie sie bei der oben geschilderten Methode anfallen, miissen, 
damit Proportionalitét zwischen Farbstoffkonzentration und Fluorescenz- 
intensitit besteht, so stark verdiinnt werden, daB die Ablesungen in den 
Skalenbereich von 3—8 fallen. Bei der oben angegebenen Verdiinnung gilt 
fiir die Berechnung die Formel 


Uranstandard + Ablesung 
100 
= Uranstandard- Ablesung- mg Uropterin/1 Liter. 


Die Genauigkeit der Methode betriigt etwa 15°/, 


100 








*) Zu beziehen von H. Bensmann, Bremen. 
’) Vgl. Fink u. Hoerburger, Diese Z. 218, 181 (1983); Fikentscher, 
Biochem. Z. 249, 257 (1932). 
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Uropterinausscheidung beim gesunden und beim kranken Menschen 4] 


Ergebnisse 


Es liegen vor die Analysen von 105 Normalharnen (darunter 
30 Mischharne) und 143 Krankenharnen. Wir haben nach Méglich- 
keit die Uropterinausscheidung in Tageswerten angegeben. Wenn 
der 24 Stunden-Harn nicht zu erhalten war, muBte die Konzen- 
trationsangabe (Gehalt pro Volumeneinheit) geniigen. Die Gefahr, 
daB in diesen Fallen eine Oligurie oder Diurese die Resultate 
verfiilschen, haben wir weitgehend ausgeschlossen; denn wir liefen 
den Harn meist mehrere Tage sammeln, um einen Durchschnitts- 
wert zu bekommen. AuSerdem haben wir abnorme Werte nur 
dann beachtet, wenn sie mehrere Male erhalten wurden. SchlieB- 
lich bildet das spezifische Gewicht einen Anhaltspunkt fiir die 
Kritik auffallender Werte. 

Uber den normalen Uropterinwert in 10 Liter Menschenharn 
sibt folgende Tabelle AufschluB. 

















Tabelle 1 
; Sn ee Gesammelt | Durchschnittl. 
Art des Harns und Uropteringehalt 
analysiert pro 10 Liter 
Mischharn 5000 Liter aus der medizin. und 
der chirurg. Klinik .......... 5,6 mg 
Mischharn von 830—50 gesunden Studenten, 
nachmittags gesammelt ........ 10 mal 6,8 mg 
Mischharn von 4—12jahrigen Kindern . . 5 mal 5,2 mg 
Einzelharne yon 5 erwachsenen gesunden 
ee eee ee ee ee 25 mal 5,8 mg 


Legt man eine Harntagesmenge von 1,5 Liter zugrunde, so 
berechnet sich aus den obigen Werten eine Tagesausscheidung 
von 0,84—1,02 mg Farbstoff. Dieser errechnete ‘l'ageswert stimmt 
gut iiberein mit dem gemessenen T'ageswert von zwei gesunden 
Personen, einer minnlichen und einer weiblichen, deren Tagesharn 
18 bzw. 10 mal gesammelt und bestimmt worden ist. Der Durch- 
schnittstageswert betrug 0,91 bzw. 1,04 mg Uropterin. Der T'ages- 
wert einer Schwangeren (1.—3. Monat), 13 mal gesammelt und 
bestimmt, betrug 1,21 mg. 

Aus unserem Zahlenmaterial geht hervor, daB die Uropterin- 
ausscheidung unabhiingig ist vom Lebensalter (4.—60. Lebensjahr), 
vom Geschlecht und auch von der Jahreszeit. 

Im Besitz des normalen Uropterinharnwertes war es leicht, 
zu entscheiden, ob das Uropterin endogenen oder exogenen Ursprungs 














49, W. Koschara und A. Hrubesch, 


ist. Bei 2 Personen wurden fortlaufend die Tageswerte bestimmt, 
Dann bekam jede 10 mg Uropterin per os als feste Substanz. Dg 
der Farbstoff bei Magenaciditat leicht léslich ist, sind die Resorp. 
tionsbedingungen die besten. Irgendwelche Wirkungen auf das 
Befinden wurden nicht festgestellt. Die Uropterinausscheidung 
bleibt unverindert. Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB Uropterin 
im Magendarmtrakt zerstért wird. Facesanalysen, die fiir eine 
Uropterinbilanz erforderlich waren, sind schwierig und wurden 
vorliufig nicht durchgefiihrt. Fiir unsere Fragestellung ist diese 
Liicke belanglos. Wesentlich ist, da8 von 10 mg Uropterin, per os 
aufgenommen, nichts im Harn erscheint. Wenn die tigliche Aus. 
scheidung von 1 mg pro Tag im Harn aus der Nahrung stammen 
wiirde, miiBte demnach die tagliche Aufnahme mit der Nahrung 
mehr als 10 mg Farbstoff betragen. Das ist jedoch nach Analysen 
der Hauptnahrungsmittel (unverétientlichte Versuche) mit Sicherheit 
auszuschlieBen. Uropterin wird also vom menschlichen Organismus 
gebildet, ist endogenen Ursprungs. Dieses Ergebnis wird bestiitigt 
durch andere Beobachtungen (vgl. Perniciosa-Harn). Wenn der 
Farbstoff ein Wirkstoff ist, so jedenfalls fir den Menschen kein 
Vitamin. 

Es lag nahe, an eine Vitaminnatur des Uropterins zu denken 
nach Beobachtungen von T'schesche und Wolf?). Die beiden Autoren 
fanden, daB Ratten, die durch einseitige Ernihrung mit Ziegen- 
milch animisch wurden, eine starke Regeneration der roten Blut- 
kérperchen zeigen, wenn man pro Tag 1 y Uropterin der Milch 
zulegt. Dieser Rattentest auf antianimische Faktoren stammt von 
Rominger und Bomskov®). Wir habea Herrn Rominger wenige 
Milligramm des gleichen Uropterinpriparates geschickt, das auch 
Tschesche und Wolf von uns bekommen hatten und das sie 
wirksam fanden. Wie Herr Rominger uns freundlich mitteilte, 
ist das Uropterin bei seinen animischen Ratten vollkommen 
wirkungslos. Diese beiden gegenteiligen Befunde zeigen erneut, 
wie schwer die Ergebnisse an einem Aniimietest zu deuten sind. 

Unter welchen Umstiinden, bei welcher Krankheit wird 
Uropterin vermehrt oder vermindert ausgeschieden? Bei der Wahl 
der Krankheitsfille fiir unsere Analysen sind wir, noch oline 
Kenntnis der negativen Befunde Romingers, von der positiven 
antianimischen Wirkung bei Tscheche und Wolf ausgegangen. 
Wenn das Uropterin mit dem blutbildenden System in Zusammenhang 





*) Diese Z. 248, 34 (1937). °) Z. exper. Med. 89 (1983). 
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zu bringen war, konnten markante Anderungen der Uropterin- 
ausscheidung am ehesten bei einer Krankheit erwartet werden, 
die eine schwere und klinisch zu meisternde Stérung des Blut- 
bildes darstellt. Eine solche Krankheit ist die pernicidse Animie. 

Wir haben den Harn von 13 Perniciosafillen analysiert, 
davon 6 auch im unbehandelten Stadium. Aus unseren Zahlen 
ergibt sich: Die unbehandelte Perniciosa geht einher mit hoher 
Uropterinausscheidung (10—12 mg pro 10 Liter). Nach Campolon- 
gabe und wahrend der Reticulocytenkrise halt diese hohe Aus- 
scheidung an und fallt zur Norm mit der Besserung des Krank- 
heitsbildes, Campolon sowie drei andere Leberpriparate des 
Handels enthalten nach unseren Analysen kein Uropterin. Zwei 
der 13 Perniciosafille fiigen sich nicht in das obige Schema. In 
1 Fall finden wir vor der Behandlung 1,4 mg pro 10 Liter und 
nach Campolongabe Erhéhung auf 8,3 mit Abfall zur Norm bei 
fortschreitender Gesundung. Im anderen Fall ist der unbehandelte 
Wert 0,4 mg pro 10 Liter, wihrend der Wert in der Behandlung 
1—3 mg betragt. 

Die RegelmiBigkeit der Schwankungen in der Uropterin- 
ausscheidung bei der Perniciosa bestitigt, daB der Farbstoff nicht 
aus der Nahrung stammt. 

Ist der hohe Uropterinwert spezifisch fiir Perniciosa, oder 
zeigen auch andere Zustiinde mit abnormer Funktion des erythro- 
poetischen Systems eine ihnliche Erhéhung? Unter 7 Fallen von 
sekundirer Andmie lieferten drei einen hohen Uropterinwert 
(10—17 mg pro 10 Liter), wihrend die anderen vier sich normal 
verhielten. Ks sind das 3 Fille, bei denen eine besonders schwere 
Animie vorliegt mit Himoglobinwerten unter 40°/,. Der Perniciosa 
und den sekundiren An&imien gemeinsam ist eine gesteigerte 
Funktion des roten Knochenmarks, die bei den sekundiren Animien 
zur Regeneration der roten Blutkérperchen fiihrt, wihrend bei der 
Perniciosa im wuchernden roten Knochenmark den jungen Form- 
elementen der Austritt gesperrt ist®). Stammt das Uropterin aus 
dem Knochenmark? Wir kénnen diese Frage verneinen, nachdem 
wir eine Panmyelophthise analysiert haben. Bei dieser Krankheit 
kommt das blutbildende Organ, das rote Knochenmark, zum Erliegen. 
Der eine Fall der ziemlich seltenen Krankheit, den wir 15 mal zu 
verschiedenen Zeiten untersuchten, schied pro 10 Liter im Durch- 
schnitt 12,2 mg Uropterin aus, also mehr als das Doppelte der Norm. 


*) L. Heilmeyer im Lehrbuch der speziellen Pathol. Physiologie, S. 28, 
Gustav Fischer, Jena 1935. 
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Nach dieser Feststellung blieb, wenn man dem Uropterin 
eine Rolle bei der Blutbildung zuweisen wollte, nur noch die 
Annahme, daB der Farbstoff einem iibergeordneten Organ ent. 
stammt, das Wirkstoffe an das Knochenmark liefert. Dann wiire 
bei der Panmyelophthise das Uropterin erhéht ausgeschiittet 
worden, weil ihm der Ansatzpunkt fiir seine Funktion im Knochen- 
mark entzogen war, wihrend bei den Krankheiten mit erhdhter 
Knochenmarkstatigkeit die verstirkte Funktion zu einer vermehrten 
Ausschiittung fiihrt. Es scheint eine solche Uberlegung von all- 
gemeinerer Bedeutung: Ein kérpereigener Wirkstoff kann bei zwei 
entgegengesetzten Zustinden des Organismus im Harn erhdht sein, 
einmal bei verstirkter Funktion mit iiberstarker Mobilisierung des 
Wirkstoffs und zum andern beim Erléschen der Funktion, wenn 
der Wirkstoff ins Leere hinein produziert wird und der normale 
Verschlei8 fortfallt. Es soll, ohne hier auf Voraussetzungen und 
Konsequenzen dieser Anschauung einzugehen, die angedeutete 
Relation, die bei der Besprechung der Ergebnisse eine Kolle 
spielen wird, das ,,Ausscheidungsparadoxon“ genannt werden. 

Nach dem roten haben wir auch das weiBe Blutbild und 
seine Stérungen in die Untersuchung einbezogen. 3 Fille von 
myeloischer Leukimie mit 7 Analysen ergeben einen Farbstofiwert 
von 4 mg pro 10 Liter, also etwas erniedrigten Wert. Dagegen 
schied 1 Fall von lymphatischer Leukimie (5 mal analysiert) 
9,2 mg pro 10 Liter aus. In diesen Zusammenhang gehort ein 
Patient mit Lymphogranulom, der bei 7 Analysen 11,7 mg pro 
10 Liter aufwies. 

Je mehr das Analysenmaterial anwuchs, um so deutlicher 
zeigte sich, daB eine einfache Zuordnung der erhéhten Uropterin- 
ausscheidung zu einem Krankheitsbild oder den Formelementen 
des Blutes nicht méglich ist. Die gewonnenen Resultate ergelen 
zunachst noch keine Klarung der Bedeutung des Farbstoffs, docli 
grenzen sie die Deutungsversuche aus anderen Zahlen ein und 
werden ihr Gewicht bekommen, wenn die Rolle des Farbstofis 
im Tierkérper geklirt ist. Darin liegt der Reiz solcher Unter- 
suchungen: sie sollen auf die Funktion des Farbstoffs hinfiilren 
und kénnen bei erkannter Funktion die Stérungen bei den analy- 
sierten Krankheitsbildern niher umschreiben helfen. 

Die Funktion des Uropterins muB auf breiterer Basis gesucht 
werden. Das ergibt sich daraus, daB erhébte Ausscheidung nicht 
nur in pathologischen, sondern auch in ,normalen“ Harnen aul- 
treten kann. Eine Erklirung fiir diese ,,physiologische“ Uropterin- 
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erhdhung ist nicht immer méglich gewesen. In 2 Fallen darf 
die Steigerung (auf 1,5 mg pro Tag gegen 0,8—1,0 der Norm) 
auf ungewohnte kérperliche Anstrengung zuriickgefiihrt werden. 
Erinnert man sich, daB Uropterin durch Glutathion reversibel 
reduzierbar ist?), so liegt es nahe, den Farbstoff mit irgendeiner 
Phase des oxydativen Stoffwechsels in Beziehung zu bringen. 
Bei gesteigertem Stoffwechsel erscheint dann Uropterin vermehrt 
im Harn. 

Kiner solchen Erklirung ist auch die Farbstofferhéhung 
gzuginglich, die wir bei verschiedenen Infektionskrankheiten fest- 
stellen (vgl. Tab. 2). 


























Tabelle 2 
Zabl | Zahl |Mittelwert,| 
Krankheit der der Uropterin Streuung 
Fille | Analysen] pro 10 Ltr. 
Sepsis. 2... ee 1 5 16,2 11,2—20,9 
Scharlach .... . 1 2 13,6 7,2 u. 20,0 
Kruppése Pneumonie 1 2 17,1 9,8 u. 24,5 
Miliartuberkulose . . 2 9 15,2 2,2—41,5 


Bei den Infektionskrankheiten wirkt im Fieber die Stoff- 
wechselsteigerung, wie die bei starker Arbeit des Gesunden. Der 
erhéhte Wert bei Perniciosa, schweren sekundiiren Animien, 
Panmyelophthise, lymphatischer Leukimie und Lymphogranulom 
miiBte dann im Sinne des Ausscheidungsparadoxon erklart werden 
durch ein Darniederliegen des Stoffwechsels, wenigstens in einer 
bestimmten Phase. 

SchlieBlich sind aus unserem Material noch zu erwahnen die 
bisartigen Geschwiilste, die wir in 3 Fallen (2 Melanosarkome, 
1 Mammacarcinom) priiften, ohne Abweichungen von der Norm 
festzustellen, sowie je 1 Fall von Ikterus, Niereninsuffizienz, 
Himophilie, Diabetes mellitus, Diabetes insipidus und funikularer 
Myelose. Die Werte waren normal. DaB die funikulire Myelose 
(3 Analysen) keine Erhéhung zeigt, ist erwihnenswert im Hinblick 
auf die Perniciosa, als deren Friihsymptom diese Krankheit ge- 
wertet wird. 

Fille mit unternormalem Farbstoffgehalt im Harn liegen 
bisher zu wenige vor, als daB sich dariiber etwas aussagen lieBe. 
Dieser Teil der Problemstellung und die Weiterungen, die sich 
aus den vorliegenden Resultaten ergeben, werden verfolgt. Um die 
Aufgabe schneller zu fordern, sind wir damit beschaftigt, eine ein- 
fachere Methode der Uropterinbestimmung im Harn auszuarbeiten. 
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Anhang 


Uropterin ist ohne Wirkung auf die Atmung von roten Blut. 
kérperchen, rotem Knochenmark, Milz, Leber und Niere des 
Kaninchens. Der Farbstoff hemmt bei einer Konzentration yon 
1:100000 die Hefegirung. 


Zusammenfassung 


1. Uropterin wird im menschlichen Organismus gebildet und 
stammt nicht aus der Nahrung. 

2. Die normale tagliche Ausscheidung im Harn beim Menschen 
betragt 1,0 mg. 

3. Uropterin wird vermehrt im Harn ausgeschieden bei Perui- 
ciosa, bei schweren sekundaren Aniimien, Panmyelophthise, lympha- 
tischer Leukéimie und Lymphogranulom. Es ist ferner erhdéht bei 
Infektionskrankheiten wie Scharlach, Pneumonie, Sepsis, Miliar- 
tuberkulose. 

4. Auch im Normalharn kommen ab und zu erhéhte Uro- 
pterinwerte vor, so z. B. nach ungewohnten kérperlichen An- 
strengungen. 


Fir die freundliche Unterstiitzung bei der Beschaffung der patho- 
logischen Harne sind wir zu groBem Dank verpflichtet Herrn Prof. Koch, 
Direktor der Med. Klinik Tiibingen, sowie insbesondere Herrn Dr. Stol! 
von der Med. Klinik, der uns immer wieder mit Material und Einzelheiten der 
Krankengeschichte zur Verfiigung stand. Herrn Prof. Ginsslen, Direktor 
der Med. Poliklinik Frankfurt a. M. haben wir es sehr zu danken, daB wir mit 
Perniciosaharnen beliefert wurden. Endlich méchten wir auch an dieser 
Stelle Dank sagen fiir die mannigfache Unterstiitzung, die die vorliegende 
Untersuchung durch Herrn Prof. Hérlein der I. G. Farbenindustrie Elber- 
feld erfuhr. 


Bei den langwierigen analytischen Arbeiten erfreuten wir uns der 
geschickten und fleiBigen Mitarbeit der Herren stud. med. Mausehund 
und Rorarius, sowie von Frl. Fleischhauer und Frl. yon der Seipen. 























Oxydations-Systeme in Ober- und Unter-Hefe 
Von 

Hans von Euler, Harry Hellstr6m und Gunnar Giinther 

Mit 6 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1939) 


Man weiB seit langer Zeit, daB sich die Brauerei-(Unter)- 
Hefen und die Backer-(Ober)-Hefen hinsichtlich ihrer Wirkungsart 
und ihres physiologischen Verhaltens stark unterscheiden, und man 
kennt auch wesentliche Verschiedenheiten, welche sowohl hinsicht- 
lich des anaeroben Zuckerabbaues als hinsichtlich der Sauerstoff- 
zehrung zwischen diesen beiden Hefenarten bestehen. Nicht auf- 
geklirt sind bis jetzt die Unterschiede in den Enzymsystemen der 
Ober- und Unter-Hefen, durch welche die Verschiedenheiten der 
heiden Hefenarten bedingt sind, obwohl eine solche Klirung 
notwendig ist, wenn es gilt, die Ziichtung von Heferassen mit 
bestimmten Kigenschaften rationell durchzufiihren und aur eine 
feste wissenschaftliche Grundlage zu stellen. 

Unsere vergleichende Untersuchung bezieht sich zunichst auf 
die Atmungssysteme der beiden Hefenarten. 

Kinleitend sei an die zentrale Rolle erinnert, welche die 
Triosephosphorsaure sowohl bei der Girung als bei der Atmung 
spielt. 

Bei der Girung gibt das Dehydrierungsprodukt der Triose- 
phosphorsiure, die Phosphoglycerinsiiure, AnlaB zur Bildung der 
Brenztraubensiure, welche durch die Carboxylase in Kohlendioxyd 
und Acetaldehyd gespalten wird. Letzterer wird durch die Dihydro- 
cozymase enzymatisch zu Athylalkohol reduziert. 

Bei der Atmung, die ebenfalls mit einer Dehydrierung der 
Triosephosphorsiure unter Bildung von Phosphoglycerinsaure und 
Dihydro-cozymase, CoH,, einsetzt, wird der Wasserstoff der Dihydro- 
cozymase dem Sauerstoff zugefihrt. Von hier an treten die 
Enzymsysteme der Atmung und der Girung in Konkurrenz. Bei 
welchem Sauerstoffdruck der Zuckerabbau iiberwiegend oxydativ 
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wird, haingt zum groBen Teil von der Art und Konzentration des 
oxydativen Enzymsystems ab. 

Wir gehen hier auf die anaeroben Phasen des Kohlenhydrat. 
abbaues, welche zur Bildung von Triosephosphorsiure fiihren, 
nicht ein. Immerhin wollen wir nicht unterlassen, darauf hip. 
zuweisen, da8 sowohl hinsichtlich der einleitenden Glykogenbildung } 
als der Phosphorylierung zwischen Ober- und Unter-Hefen wesent. 
liche Unterschiede bestehen. 


1. Flavin und Flavinenzyme 


Was den Flavingehalt in Ober- und Unter-Hefen betrifft, s0 : 


liegen besonders aus diesem Institut mehrere Angaben vor, und 
zwar von K. Adler?) und von L. B. Pett’), 


In Unter-Hefe H (Hamburger Brauerei, Stockholm) fanden wir 
im Mittel 20—35 y Flavin je Gramm Trocken-Hefe. Pett hat in 
Stockholmer Backer-(Ober)-Hefe R 25 y Flavin je Gramm Trocken- 
Hefe gefunden, dagegen einen etwas héheren Gehalt in den 
Rassen M und XII. 


In den stark atmenden wilden Hefen variierte der Flavingehalt 
zwischen 22 7 und 307; Adler fand in Mycoderma cerevisiae 
(Trockenpraparat) den sehr geringen Gehalt von 2 y je Gramm. 
Zwei typische Stockholmer Hefen wurden nochmals von G.Giinther 
untersucht, und ergaben Ober-Hefe 32,5 y, Unter-Hefe 30 7, je 
Gramm Trockenhefe. 

Aus einer schon friiher angestellten Untersuchung von Euler, 
Adler und Schlétzer‘) wurde mitgeteilt, daB wenigstens 90°, 
des in Hefe anwesenden Flavins in gebundener Form (als Enzyi) 
vorhanden sind. Damals kam als gebundenes Flavin nur das 
Flavinenzym (Flavinphosphorsaureproteid), hier als AF E bezeichnet. 
in Betracht. Seitdem ist im Dahlemer Institut in der Hefe ei 
neues Flavinenzym (hier als NFE bezeichnet), Flavin-adenin- 
dinucleotid, gefunden worden, welches nach den Angaben von 
Haas) im Gegensatz zu AFE mit Sauerstoff verhiltnismibig 
langsam, mit Cytochrom c iiberhaupt nicht reagiert. 





1) Euler, Diese Z. 89, 337; 90, 355 (1914). 

*) Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, Nr. 28 (1934). 

*) L. B. Pett, Biochemie. J. 29, 937 (1935); Sv. Vet. Akad. Arkiy f. Kem 
11 B, Nr. 53 (1934). 

‘) Euler, Adler u.Schlétzer, Diese Z. 226, 87 (1984). 

5) Biochem. Z. 297, 298, 378 (1938). 
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Das Flavinphosphorsiiureprotein (AFE) kann den Wasserstoft 


der durch die Dehydrierung von Triosephosphorsiure gebildeten 


Dihydro-cozymase, CoH,, aufnehmen nach der Gleichung 
CoH, + Flavinenzym = Co + Leukoflavinenzym. 
Im Muskel und in anderen tierischen Organen reicht das 
yvorhandene Flavinenzym (AFE) bekanntlich zur geniigend schnellen 
Reoxydation der Codehydrasen nicht aus, und der Diaphorase 


kommt —- event. im Zusammenwirken mit dem yon Szent- 
Gyérgyischen C,-System — die Funktion zu, die friiher dem 


Klavinenzym zugeschrieben wurde. Ob Flavinenzym AFE in der 
Hefe an der Wasserstoffiibertragung beteiligt ist, laBt sich auf 
Grund der vorliegenden Versuche noch nicht entscheiden. In 
diesem Zusammenhang sei nur geltend gemacht, daB die Hefen 
nicht unbetrichtliche Mengen Diaphorase enthalten (vgl. unten), 
und daB héchstens ein Teil des hochmolekular gebundenen Flavins 
als AFK anwesend ist. 

Die oben angegebenen Daten iiber den Flavingehalt der 
Ober- und Unter-Hefen lassen jedenfalls keine Beziehung zwischen 
dem Flavingehalt der Hefen und ihrer Atmungsintensitiit erkennen. 


2. Diaphorase 


Kuler und Ginther?) haben spektrophotometrisch vor einiger 
Zeit Ober- und Unter-Hefe hinsichtlich ihres Gehaltes an Dia- 
phorase?) verglichen. Auch hinsichtlich dieses Knzyms, welches bei 
der Muskelatmung offenbar eine wichtige Rolle spielt, fanden wir 
(en Unterschied zwischen Ober- und Unter-Hefe gering (vgl. Fig. 1). 


Darstellung der Diaphorase aus Hefe. Zu einer Aufschlemmung 
von 50 g Hefe in 25 cem Wasser wurden 4 ccm 4n-Ammoniak zugesetzt. 
Nach Zugabe von Toluol wurde die Hefe einer 48 stiindigen Autolyse bei 
Zimmertemperatur ausgesetzt, wobei py = 7,5—8,5 eingehalten wurde. 
Das Autolysat wurde zentrifugiert, das klare Zentrifugat mit '/, Vol. ge- 
siittigter Ammoniumsulfatlésung versetzt, wodurch die Diaphorase ausf illt. 
Die Fillung wurde abzentrifugiert, in verdiinntem Ammoniak gelést und 
vom Ungelésten durch Zentrifugieren befreit. Durch 2 maliges Wiederholen 
dieses Verfahrens gelingt es, gebundenes Flavin (altes Flavyinenzym) zu 
entfernen. 


') Euler u. Giinther, Naturw. 26, 676 (1938). 

*) Zur Kenntnis der Diaphorase vgl. Adler, Euler u. Hellstrom, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f, Kemi 12 B, Nr. 38 (1937); Euler u. Hasse, Naturw. 
26, 187 (19388); Euler u. Hellstrém, Diese Z. 252, 31; 255, 180 (1938); 
Dewan u. Green, Nature (Lond.) 140, 1097 (1937); Green u. Dewan, 
Biochemie. J. 32, 1200 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVILI. 4 
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Uber die Stabilitiit der Hefendiaphorase haben Euler un) 


Giinther kiirzlich Angaben gemacht (Naturw. 26, 676). 
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Fig. 3 


Versuchsansatz: 0,25 ecm Diaphorase- Versuchsansatz: 1,0cem PO,-Pufier 
losung + 1,0 cem PO,- Puffer (Dy = Pu = 7,2. 0,2 com Enzymlésung + 
+ 0,1 cem 0,1 m-KCN-L6sung + 3,55 ccm 35 ecm Wasser. 

Wasser. 


oad 
= 7,2) 


Zur Zeit 0 Min. Zusatz von 0,1 ccm Co!lH, 
(Kurve I). 

Gleicher Ansatz wie Kurve I + 0,1 cem Mb- 
Lésung (1 : 1000 m-Mb) (Kurve IT). 

Gleicher Ansatz wie II mit ColIH, anstatt 
Co'H, (Kurve III). (Korrigiert fiir die 
nicht enzymatische Reaktion CollH,—Mb.) 

Nach 15 Min. Zusatz von Flavinenzym. 


Zur Zeit 0 Min. Zusatz von 0,1 cem Co'l, 
(Kurve I) bzw. DesCo!H, (Kurve 
Zur Zeit 10 Min. Zusatz von 0,1 cemM 


Nach Versuchen von Hellstrém, Hasse und Giinther 


+ 0,25 ccm Enzymlésung (die beiden Enzymlisungey 
gleichartig und gleichzeitig dargestellt) + 0,1 ccm wy. 


(a. a. O.) wird durch Diaphorase Dihydro-cozymase dehydriett. 
nicht aber Dihydro-codehydrase II (vgl. Fig. 2). 
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Wibrend also Codehydrase II nicht mit Diaphorase in Reak- 
tion tritt, wird hydrierte Desamino-cozymase !) (DesCo'H,) durch 
Diaphorase dehydriert, allerdings mit geringerer Geschwindigkeit 
(ig. 3). 

Flavinenzym reoxydiert dagegen Co'H, und DesCo'H, gleich 
schnell (Fig. 4), 





' sy ‘mes 
sii mr \ Des-Co"H, \ CoM, 














Fig. 4 
Versuchsansatz: 1,0 cem Puffer (py = 7,2) + 0,1 ccm Flavinenzym aus Hefe 
+ 0,3 ecm DesColH, bzw. ColH, (0,5 mg/ecm) + 3,6 com Wasser 


Auch mit der Thunberg-Methodik wurde die Wasserstoft- 
iibertragung mit hydrierter Cozymase und Desamino-cozvmase 
if Mb gemessen. 

In jedem Rohr 0,25 cem 0,02°/,ige Mb-Loésung + 0,25 cem 0,5 m-PO,- 
Putfer (py = 7,2) + ee von CoH, bzw. DesCoH, and Diaphorase. Wasser 
bis 1,5 eem. Die hydrierten Pyridinnucleotide befinden sich in den Kinsatz- 
rohren der Thunberg-Réhren und werden erst nach Evakuieren und Er- 
wiirmen im Thermostaten bei 30° zur iibrigen Reaktionsmischung zugesetazt. 

Entfirbungszeit 


: : mg CoH, + Diaphorase . 4 Minuten 


5mg CoH, .... ee 
0, omg DesCoH, + Diaphorase oe ee 
05mg DesCoH, ....-..+:+ +. 2 


3. Sauerstoffzehrung der Ober-Hefe R und der Unter-Hefe H 
Im Barcroft-Apparat wurden unsere beiden Hefen hin- 
sichtlich der Sauerstoffzehrung (KOH — im Einsatz — Luft) ver- 
glichen. Fig. 5 zeigt die auBerordentlich viel stiirkere Sauerstofl- 
aufnahme der Ober-Hefe. 


_ *) Sehlenk, Euler u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, 
Nr. 53 (1988). 
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Kurve 2: Ober-Hefe ohne Glucos 
Unter-Hefe ohne Glucos 


Kurve 1: Ober-Hefe + Glucose, 
3: Unter-Hefe + Glucose, m A 


4. Das Cytochromsystem in Ober- und Unter-Hefe 


1924 beobachteten H. Fischer und Hilger?) spektroskopiscl 
Nach Keilins?) Entdeckung des Cyto- 
chroms und den nachfolgenden Arbeiten von Ansom und Mirsky’ 
hatte Fink‘) in diesem Institut das Cytochrom in Hefezellen 


Eisenporphyrine in Hefe. 


untersucht. 


') Diese Z. 
*) Proce. roy. Soc., 


138, 290, 299 (1924). 


Lond. B, 98, 312 (1925). 


) J. of Biol. Chem. 60, 166 (1925). 
‘) Euler u. Fink, Diese Z. 


164, 69 (1926/27) 
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Euler, Fink und Hellstrém!) haben 1927 an Stockholmer 
Ober-Hefe R Messungen tiber das himochromogenartig gebundene 
Kisen der Hefe angestellt und geben die analytisch bzw. spektro- 
photometrisch gefundenen approximativen Werte an: 

Hiim Fe : Gesamt-Fe = 0,006 bzw. 0,01. 


Fiir eine Gesamtmenge Fe von etwa 8-1075 ¢ wurde also als 
vorlaufiger Wert fiir die Ober-Hefe R gefunden: 


Him Fe = 5-107" bis 8-107" ¢. 


Kine zuverlassige Bestimmung des Cytochroms in Hefen- 
extrakten st6Bt auf sehr groBe Schwierigkeiten. Fiir die Be- 
stimmung muf die Hefe zuerst einige 'l'age unter Toluol autoly- 
siert werden, wobei allerdings nur das Cytochrom c_ bestehen 
bleibt. Die erhaltenen Zentrifugate sind dunkel gefirbt und 
stark getriibt, was die Bestimmung sehr erschwert. Auferdem 
wird dabei nur ein Teil des Cytochroms herausextrahiert, wobei 
die Verhiiltnisse in Unter- und Ober-Hefe verschieden sein kénnen. 
Wir haben deswegen versucht, das Cytochrom in den lebenden 
Hefe-Zellen direkt zu-bestimmen. 

Von der Ober- und Unter-Hefe wurden Suspensionen her- 
vestellt, die 10g frische Ober-Hefe in 30 ccm Suspension bzw. 10 ¢ 
Unter-Hefe in 20 ccm Suspension enthielten. Die Suspensionen 
wurden in einer Kiivette (Schichtdicke 0,5 cm) unmittelbar vor 
den Spalt des Spektrographen gesetzt und mit einer starken 
Lichtquelle beleuchtet. Der Lichtschwiiche des Spektrums wegen 
wurde ein Prisma statt des Gitters im Spektrographen benutzt. 
Aut die Platte wurde auBer dem Cytochromspektrum auch eine 
Reihe Intensitiitsspektren aufgenommen. Durch Auswerten der 
Spektren im Mikrophotometer wurden relative Intensitaitskurven 
der Hefenspektren erhalten (oben in der Fig. 6). Abgesehen von 
den Cytochrombanden zeigen die Kurven sowohl fiir Ober- wie 
Unter-Hefe eine gegen violett stetig stark zunehmende Absorption. 
Deshalb wurde diese Absorption iiber das ganze Spektrum inter- 
poliert und von den Extinktionen der Absorptionsmaxima der 
3 Cytochrome abgezogen (unten in der Fig. 6). Die dabei er- 
haltenen Werte findet man in folgender Tabelle wieder. Aus der 
Figur ist ersichtlich, daB fiir Ober-Hefe die 3 Absorptionsbanden der 
Uytochrome a, b und ¢ etwa dieselbe Hihe haben, wihrend die 
Unter-Hefe nur 2 Banden aufweist, von welchen die eine mit der 


') Diese Z. 169, 10 (1927). 











Hans von Euler, Harry Hellstrém und Gunnar Giinther. 


des Cytochroms c tibereinstimmt, aber viel breiter ist. Die ander 
Bande des Unter-Hefespektrums, die viel schwiacher ist, entsprich 
dem Cytochrom a. In der Unter-Hefe konnte also kein (‘yto. 


chrom b nachgewiesen werden. 
Bande ist jedoch zu schlieBen, 
ist, obwohl auf Grund seiner 


Von der Breite der Cytochrom . 
da8 das Cytochrom b vorhandey 
geringen Menge kein Maximum, 
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Fig. 6. (Spektrum der Hefensuspensionen.) 
Kurve a: Ober-Hefe, Kurve b: Unter-Hefe 
I,/I (bezogen auf 1 g frische Hefe/eem und 
Hefe 1 cm Schichtdicke) fiir Cytochrom 
a b | ¢ 
Ober-Hefe . 1,038 1,12 1,38 
Unter-Hefe . 0,16 von 0,4 
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Das Verhaltnis der Konzentrationen des Cyto- 
chroms c (beurteilt von der Absorptionshéhe im Maximum bei 
5500 A) der Ober- und Unter-Hefe, bezogen auf gleiche 
Gewichtsmengen frischer Hefe pro Kubikzentimeter Suspension, 
hetrigt also 3,45. Das Verhaltnis der a-Komponenten 
in Ober- und Unter-Hefe kann auf etwa 6 geschitzt 
werden. 

Die im Vergleich mit der Unter-Hefe viel stiirker hervor- 
tretende Atmung der Ober-Hefe steht zweifellos mit der 3—4 fach 
eriBeren Cytochrom-Konzentration der Ober-Hefe in direktem 
Zusammenhang. 

An welcher Phase des gesamten Atmungsvorganges die Cyto- 
chromwirkung itiberwiegend einsetzt, liBt sich noch nicht sagen. 
Ks kommen 3 Zwischenprodukte des aeroben Kohlenhydratabbaues 
in Betracht, welche ihren Wasserstoff indirekt oder direkt an das 
Cytochromsystem abgeben, nimlich 

a) Triosephosphorsiure, 
b) Isocitronensiure, 
c) Bernsteinsiure. 


in einer folgenden Mitteilung werden wir auf die Reaktions- 
ketten, welche von diesen wasserstoffliefernden Zwischenprodukten 
ausgehen, zuriickkommen. 


Wichtig ist, in diesem Zusammenhang event. Beziehungen 
zwischen der Diaphorase und der Succinodehydrase aufzukliren, 
weshalb es wiinschenswert erschien, die beiden Enzyme vonein- 
ander getrennt zu priifen. Es ist schon friiher gelungen, ein 
succinodehydrasefreies Diaphorasepriiparat zu erhalten, waihrend 
die umgekehrte Aufgabe viel schwieriger ist. Wir sind mit der 
Darstellung einer diaphorasearmen bzw. diaphorasefreien Succino- 
dehydrase beschiftigt, und wir konnten bereits diese durch chro- 
matographische Adsorption an CaCO, anreichern. Die in der 
Literatur beschriebenen Succinodehydrasepriiparate diirften nach 
unseren Krfahrungen meist Diaphorase enthalten haben. 


Schon friher?) haben wir uns die Frage vorgelegt, ob man 
Hefen durch geeignete Vorbehandlung an Kisenporphyrinen an- 
reichern kann, und es hat sich gezeigt, daB durch Ferricitrat- 
Vorbehandlung das spektrophotometrisch mebare Him-Fe der 

') Euler u. E. Eriksson, Diese Z. 179, 39 (1928); Euler u. Harald 
Nilsson, Diese Z. 181, 281 (1929). 
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Hefe zunimmt. Spiter hat L. B. Pett!) im Anschlu8 an seine 
oben erwihnten Messungen des Flavingehaltes von Hefen diese 
Untersuchung wieder aufgenommen, und in Zusammenhang nit 
der Synthese von EKisenporphyrinen bei der Bildung vitalfarbbarer 
roter Blutzellen haben Euler und Malmberg?) auch den Einflug 
anderer Metalle, besonders Mn und Cu, auf die Bildung des 
Oxydationssystems in Betracht gezogen. 

Da8 man durch kriiftige Liiftung der Hefe ihre AtmungsgréBe steigem 
kann und daB8 diesbeziigliche Unterschiede zwischen Ober- und Unter-Hefe 
bestehen, ist schon von mehreren Forschern, zuletzt von Yoshikawa! 
gezeigt worden. Uber die damit verbundene Beeinflussung der Carb. 
oxylase und Cocarboxylase werden wir mit Herrn Dr. Herrle bald Mit. 
teilung machen. 

Kinen bemerkenswerten Unterschied zwischen Ober- und 
Unter-Hefe fand Wieland‘) darin, da8B Ober-Hefe, unter Sauer- 
stoff geschiittelt, nach 4—6 Stunden die Hauptmenge ihrer abbav- 
fahigen Inhaltsstoffe hergegeben hat. 


') Biochemie. J. 30, 1488 (1936). 

*) Diese Z. 286, 243 (19388). 

3) J. Biochem. (e.; Jap.) 28, 69 (1938); vgl. auch Biochem. Z. 162, 43 
(1925); 189, 350 (1927); Chem. Zelle 12, 238 (1925). 

*) Wieland, Probst u. Crawford, Liebigs Ann. 536, 51 (1938), 
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